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SUMMARY 
Identification and further optimization of potential therapeutic 
alternatives for Chagas disease treatment 
Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a parasitic infection 
transmitted in 21 Latin American countries mainly by the contaminated feces of triatomine 
vectors. In the endemic area, it provokes more than 7,000 deaths annually and maintains 
over 25 million people at risk for the infection. The disease has been classified by the WHO 
as one of the 17 neglected tropical diseases, and its chronic nature mostly affects poorest 
people of the rural areas. However, non-vectorial routes of transmission (e.g., transfusional 
or congenital) and population mobility have led to its emergence in non-endemic countries 
such as USA, Australia or Spain, affecting more than 7 million people worldwide. 
 The acute phase appears one week after infection and presents low mortality 
(<10%), usually related to heart failure and/or meningoencephalitis. In most cases it is 
asymptomatic/oligosymtomatic and resolves spontaneously. After 12 months, immune 
response partially controls the infection and although it is not eradicated, about 6070% of 
patients never develop clinical manifestations (indeterminate phase). The remaining 3040% 
manifests the chronic disease 1030 years after initial infection, suffering life-threatening 
cardiomyopathy and/or digestive problems (i.e., megaesophagous and megacolon). 
 Although more than a century has gone since the discovery of the disease, no 
suitable drug is still available. The specific treatment is based on two nitrocompounds 
introduced more than forty years ago: benznidazole (BZ) and nifurtimox, recommended to 
treat acute and early-chronic cases, but both show limited effectiveness in long-term chronic 
infections. Their controverted activity, high toxicity and the occurrence of naturally resistant 
parasite strains, hinders the success of these therapies. Therefore, according to the current 
scenario of Chagas disease, one of the main challenges to be faced is the identification of 
therapeutic alternatives potentially applicable to the treatment, which is the main objective 
of this thesis. In order to achieve it, the following three particular objectives were pursued: 
1. Identification of potential chemotherapeutic agents among different synthetic series, by 
applying a sequential phenotypic screening integrated by in vitro and in vivo assays. 
2. Preparation and biological evaluation of novel formulations of low water soluble drugs 
(i.e., BZ and prototypes) to optimize their physicochemical properties and therefore, 
ameliorate their activity profiles. 
3. Development of new computational QSAR/LDA models and further exploration of their 
applicability as complementary tool for identifying trypanocidal compounds. 
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 The first objective comprises the phenotypic screening of 191 molecules, including 
5-nitroindazoles, 2,4-diaryl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines, chloroquinoline derivatives, 4-
aminoimidazo[4,5-c][1,2,6]thiadiazines, chelators, chromenoazolediones and the alkyl-
lysophospholipid edelfosine. A sequential procedure was followed to identify trypanocidal 
agents: (i) compounds were assayed over epimastigotes of CL-B5 lacZ (DTU TcVI) strain and 
cytotoxicity simultaneously tested on mammalian cells, (ii) those displaying higher selectivity 
than BZ were assayed over intracellular amastigotes and (iii) the most effective compounds 
were moved to a mouse model of acute infection of T. cruzi. The results pointed to 5-
nitroindazole derivatives as the best compounds, being 2-benzyl 5-nitroindazolinones the 
most capable. This motivated the evaluation of VATR1, VATR3, VATR75, VATR81, VATR99, 
VATR100 and VATR102 over amastigotes of Tulahuen lacZ (DTU TcVI) and Y (DTU TcII) 
strains, as well as on bloodstream trypomastigotes (Y). These 5-nitroindazolinones obtained 
similar profiles over both drug-sensitive and moderately-drug resistant intracellular forms, 
showing VATR75, VATR99 and VATR100 activities (IC50 = 0.220.81 µM, 0.250.47 µM and 
0.711.25 µM, respectively) similar to that of BZ (IC50 = 0.501.77 µM). However, they did 
not result as active on bloodstream trypomastigotes, suggesting different modes of action 
on replicative (amastigotes and epimastigotes) and non-replicative (trypomastigotes) forms. 
Studies performed to elucidate the mechanisms involved in VATR1 and VATR3 action on 
trypomastigotes, pointed to autophagic processes and mitochondrial machinery. Moreover, 
in vivo assays with different treatment schemes of VATR1, VATR3, VATR75, VATR99 and 
VATR100, revealed parasitemia reductions and survival of infected mice that varied within 
compounds and posology. Finally, although none of the other series was as active as 5-
nitroindazoles, the promising results obtained by tetrahydroquinolines AR39, AR40, AR41, 
AR91 and DM15, and cloroquinoline 7, proposed them as templates to design potential anti-
T. cruzi agents. Edelfosine showed trypanocidal activity to be considered for further studies. 
 The second objective proposes solid dispersions (SD) to increase the solubility of 
low water soluble drugs by optimizing their physicochemical properties and therefore, 
improve effectiveness. The results obtained with SD of BZ in sodium deoxycholate (NaDC), 
showed a correlation between NaDC and responses at physiological pH. However, high ratios 
of drug:carrier decreased dissolution rates in acidic locations and accordingly, BZ activity 
was not improved by SD-1:3 and SD-1:6 when orally administered to infected mice (%AUPC = 
95.27, 91.93 and 83.14%, respectively). The SD in low-substituted hydroxypropylcellulose (L-
HPC) achieved better results, with the fastest dissolution profile and %AUPC = 96.65%. 
Consequently, L-HPC was selected as carrier for 5-nitroindazolinones SD, improving both 
dissolution rates and effectiveness: %AUPC = 53.80, 82.85 and 81.05% (VATR1, SD-1:2.5 and 
SD-1:10) and %AUPC = 24.25, 61.12 and 85.42% (VATR3, SD-1:2.5 and SD-1:10). 
 The third objective deals with the creation of a database initially constituted by 
1,308 compounds, as the first step to build QSAR/LDA models based on the TOMOCOMD-
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CARDD molecular descriptors, then combined using DASDE in multiclassifier systems (SMC) 
based on diversity and statistics. The results of validation confirmed both robustness and 
predictive power of models. For the training set, the SMC obtained better accuracy and false 
alarm rate than their integrating models. Otherwise, the slight differences noticed in 
statistics of both training and test sets presumed their similar behavior in virtual screening 
(VS). In fact, the VS of 148 molecules disappointed with the results previously achieved in 
vitro. A negative impact triggered by their low representation in the active training set and 
the molecular similarity between active and inactive compounds, prompted to the feedback 
of the database, in order to overcome such discrepancies.  
 In summary, principal conclusions of this thesis are: 
1. 5-Nitroindazoles show outstanding trypanocidal activity. Concretely, 1,2-disubstituted 5-
nitroindazolinones have been identified as prototypes of antichagasic drugs. 
2. The most promising 5-nitroindazolinones result from the introduction of a benzyl 
moiety at the N-2 position of the indazole scaffold. 
3. 5-Nitroindazole derivatives display different behavior on replicative and non-replicative 
forms of the parasite. 
4. Oxidative stress, mitochondrial affectation and autophagy are proposed as part of the 
mode of action of 5-nitroindazole derivatives. 
5. The low water solubility of some 5-nitroindazolinones affects in vivo effectiveness.  
6. Five tetrahydroquinolines are selective on intracellular amastigotes. 
7. Chloroquinoline 7 is proposed as prototype of putative anti-T. cruzi agents. 
8. Thiadiazines, chelators or chromenoazolediones assayed, have no notable trypanocidal 
activity. 
9. Edelfosine assays reaffirm the potential application of alkyl-lysophospholipids as a 
chemotherapeutic alternative for the treatment of the disease. 
10. SD in NaDC improve BZ activity at physiological pH. High concentrations of NaDC affect 
its cession in acidic environments and generate lower dissolution profiles impacting on 
BZ effectiveness in vivo. 
11. SD in L-HPC enhance the solubility of compounds and their activity profile in vivo. 
12. TOMOCOMD-CARDD and DASDE combination is an effective strategy to create SMC.  
13. Validation methods confirm the robustness and predictive power of the models. 
14. In QSAR/LDA modeling, it is essential to create a database for which structural variety 
has been established and defined in advance. 
15. A low representation in the database of the molecules evaluated in silico, supposes a 
critical point in their final classification by models. 
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RESUMEN 
Búsqueda y optimización de potenciales alternativas terapéuticas 
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas 
La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, es una parasitosis endémica en 
21 países de América Latina, donde se transmite por las heces contaminadas de triatominos, 
provoca más de 7.000 muertes anuales y cerca de 25 millones de personas están en riesgo 
de contraer la infección. Clasificada por la OMS como una de las 17 enfermedades tropicales 
desatendidas, principalmente se extiende entre la población más desfavorecida de las zonas 
rurales. Sin embargo, vías de trasmisión alternativas como la transfusional o la congénita, y 
los movimientos migratorios, han hecho de ella una enfermedad emergente en países como 
EE.UU, Australia o España, afectando a más de 7 millones de personas en el mundo.   
 La fase aguda aparece una semana tras la infección y posee baja mortalidad (<10%), 
asociada a fallo cardíaco y/o meningoencefalitis. En la mayoría de los casos es asintomática 
u oligosintomática y se resuelve espontáneamente. Tras 12 meses, la respuesta inmune 
controla parcialmente la infección y aunque no la erradica, el 6070% de los pacientes nunca 
la manifiesta (fase indeterminada). El 3040% restante entra en fase crónica durante los 
1030 años posteriores, con afectación cardíaca y/o digestiva (megaesófago y megacolon). 
 Después de más de un siglo desde su descubrimiento, no se dispone de fármacos 
adecuados para su tratamiento, basado en dos nitroderivados introducidos hace más de 40 
años: benznidazol (BZ) y nifurtimox, recomendados para tratar los casos agudos y crónicos 
recientes, pero con actividad limitada en la fase crónica avanzada. Su controvertida eficacia, 
elevada toxicidad y la aparición de cepas de T. cruzi resistentes, afecta al éxito de estas 
terapias. Por tanto, uno de los principales retos que plantea la enfermedad de Chagas es 
identificar alternativas terapéuticas con potencial aplicación para su tratamiento, principal 
objetivo de esta tesis. Para su abordaje, se han perseguido tres objetivos concretos: 
1. Identificación de potenciales agentes quimioterapéuticos entre varias series de síntesis, 
mediante un protocolo de cribado secuencial integrado por ensayos in vitro e in vivo. 
2. Preparación y evaluación biológica de nuevas formulaciones de BZ y otros compuestos 
de baja solubilidad acuosa para optimizar sus propiedades fisicoquímicas y eficacia. 
3. Desarrollo de nuevos modelos QSAR/ADL y posterior exploración de su aplicabilidad 
como herramienta de apoyo en la identificación de compuestos tripanocidas. 
 El primer objetivo comprende el cribado fenotípico de 191 moléculas de síntesis, 
incluyendo derivados de 5-nitroindazol, 2,4-diaril-1,2,3,4-tetrahidroquinolinas, derivados de 
cloroquinolina, 4-aminoimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazinas, quelantes, cromenoazoldionas y el 
alquil-lisofosfolípido edelfosina. Para la identificación de compuestos activos, se siguió el 
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siguiente protocolo secuencial: (i) ensayos de actividad sobre epimastigotes de la cepa CL-B5 
lacZ (DTU TcVI) y de citotoxicidad inespecífica en células de mamífero, (ii) ensayos de 
actividad sobre amastigotes intracelulares de los que resultaron más selectivos que el BZ y 
(iii) evaluación de los más eficaces en un modelo murino de infección aguda por T. cruzi. Los 
resultados señalan a los derivados de 5-nitroindazol como los más activos, siendo las 2-
bencil-5-nitroindazolinonas los compuestos más prometedores. Tales hallazgos motivaron la 
evaluación de los denominados VATR1, VATR3, VATR75, VATR81, VATR99, VATR100 y 
VATR102 sobre amastigotes de las cepas Tulahuen lacZ (DTU TcVI) e Y (DTU TcII), además 
de sobre tripomastigotes sanguíneos (cepa Y). Estas 5-nitroindazolinonas presentaron un 
comportamiento similar frente a parásitos intracelulares de cepas sensibles y de moderada 
resistencia, mostrando VATR75, VATR99 y VATR100 actividades (CI50 = 0,220,81 µM, 
0,250,47 µM y 0,711,25 µM, respectivamente) similares a la del BZ (CI50 = 0,501,77 µM). 
Sin embargo, no fueron tan activas en tripomastigotes sanguíneos, planteando su diferente 
modo de acción sobre formas replicativas (amastigotes y epimastigotes) y no replicativas 
(tripomastigotes). Estudios orientados a elucidar los mecanismos involucrados en la acción 
de VATR1 y VATR3 sobre tripomastigotes, señalaron procesos de autofagia y alteraciones 
mitocondriales. Por otro lado, la evaluación in vivo de VATR1, VATR3, VATR75, VATR99 y 
VATR100, desveló distintos grados de reducción en la parasitemia y de supervivencia de los 
animales infectados, según el compuesto y su posología. Finalmente, aunque ninguna de las 
otras series fue tan activa como los 5-nitroindazoles, las tetrahidroquinolinas AR39, AR40, 
AR41, AR91 y DM15, y la cloroquinolina 7, obtuvieron resultados prometedores que 
permiten proponerlas como candidatas para el desarrollo de potenciales agentes anti-T. 
cruzi. La edelfosina mostró un perfil de actividad para ser considerado en estudios futuros.  
 El segundo objetivo plantea el desarrollo de dispersiones sólidas (DS) para mejorar 
el perfil de disolución de compuestos de baja solubilidad acuosa mediante optimización de 
sus propiedades fisicoquímicas y en consecuencia, aumentar su eficacia. Los resultados 
obtenidos con DS de BZ en desoxicolato sódico (NaDC) mostraron una correlación entre la 
presencia de NaDC y su respuesta a pH fisiológico. No obstante, proporciones elevadas 
retardaron el perfil de disolución en medio ácido, de modo que las DS-1:3 y DS-1:6 no 
mejoraron la eficacia del BZ al administrarse oralmente a ratones infectados (%AUPC = 95,27, 
91,93 y 83,14%, respectivamente). Mejores resultados obtuvo la DS en hidroxipropilcelulosa 
de bajo peso molecular (L-HPC), alcanzando un perfil de disolución más rápido y %AUPC = 
96,65%. La L-HPC se seleccionó como matriz para desarrollar DS de dos 5-nitroindazolinas, 
mejorando tanto sus perfiles de disolución como su eficacia: %AUPC = 53,80, 82,85 y 81,05% 
(VATR1, DS-1:2,5 y DS-1:10) y %AUPC = 24,25, 61,12 y 85,42% (VATR3, DS-1:2,5 y DS-1:10). 
 El tercer objetivo supone la creación de una base de datos (BD), inicialmente 
constituida por 1.308 compuestos, como primer paso para desarrollar modelos QSAR/ADL a 
partir de descriptores moleculares TOMOCOMD-CARDD, combinados mediante DASDE en 
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sistemas multiclasificadores (SMC) en base a su diversidad y parámetros estadísticos. Los 
resultados obtenidos en la validación confirmaron la robustez y el poder predictivo de los 
modelos. Para la serie de entrenamiento, los SMC mostraron mejor porcentaje de buena 
clasificación y razón de falsa alarma que los modelos que los integran. Sin embargo, las 
leves diferencias en los parámetros estadísticos de las series de entrenamiento y predicción, 
pronosticaron un comportamiento similar de los SMC en el cribado virtual (CV). De hecho, 
los resultados de 148 moléculas sometidas a CV discordaron con los obtenidos previamente 
in vitro. La baja representación de estas moléculas en la serie de entrenamiento de activos y 
la similitud existente entre compuestos activos e inactivos impactó negativamente sobre el 
CV, siendo requerida una retroalimentación de la BD para dirimir tales discrepancias. 
 De manera resumida, las principales conclusiones de esta tesis son: 
1. Los 5-nitroindazoles poseen actividad tripanocida destacable. Concretamente, las 5-
nitroindazolinonas 1,2-disustituidas han sido identificadas como prototipos de agentes 
antichagásicos. 
2. Las 5-nitroindazolinonas más prometedoras resultan de la introducción de un grupo 
bencilo en la posición N-2 del anillo de indazol. 
3. Los derivados de 5-nitroindazol exhiben un comportamiento distinto sobre las formas 
replicativas y no replicativas del parásito. 
4. La inducción de estrés oxidativo, afectación mitocondrial y procesos de autofagia, se 
postulan como partícipes en el modo de acción de los derivados de 5-nitroindazol. 
5. La limitada solubilidad acuosa de ciertos 5-nitroindazoles afecta a su eficacia in vivo.  
6. Cinco tetrahidroquinolinas presentan selectividad hacia amastigotes intracelulares. 
7. La cloroquinolina 7 se propone como prototipo para desarrollar agentes anti-T. cruzi. 
8. Las tiadiazinas, quelantes y cromenoazoldionas no muestran actividad destacable. 
9. Los resultados obtenidos con la edelfosina reafirman la potencial aplicación de los 
alquil-lisofosfolípidos como alternativa terapéutica en el tratamiento de la enfermedad. 
10. Las DS en NaDC mejoran la actividad del BZ a pH fisiológico, pero concentraciones 
elevadas retardan su disolución en medio ácido y afectan a su eficacia in vivo. 
11. Las DS en L-HPC potencian la solubilidad de los compuestos y su actividad in vivo. 
12. La combinación TOMOCOMD-CARDD y DASDE resulta una estrategia eficaz para la 
confección de sistemas multiclasificadores. 
13. La robustez y poder predictivo de los modelos se ratifica en los métodos de validación. 
14. En los estudios QSAR/ADL es primordial definir de antemano los criterios que 
determinen la elaboración de la BD.  
15. La baja representación en la BD de las moléculas evaluadas in silico, supone un punto 
crítico en su correcta clasificación por los modelos de predicción. 
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RESUMO 
Identificação e otimização de potenciais alternativas terapêuticas 
para o tratamento da doença de Chagas 
A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, é uma parasitose 
endêmica em 21 países da América Latina, onde é trasmitida pelas fezes contaminadas de 
vetores triatomíneos. Nas áreas endémicas, a doença de Chagas gera mais de 7.000 mortes 
por ano e cerca de 25 milhões de pessoas estão em risco de contrair a infecção. Classificada 
pela OMS como uma das 17 doenças tropicais negligenciadas, atinge principalmente as 
populações mais desfavorecidas de zonas rurais. Porém, em decorrência do fluxo imigratório 
de portadores e da existência de vias de transmissão alternativas como a transfusional ou a 
congênita, a doença de Chagas tem emergido em países como os Estados Unidos, a Austrália 
ou a Espanha, sendo estimado que haja mais de 7 milhões de pessoas infectadas no mundo. 
 A fase aguda inicia-se logo após a infecção e exibe baixa mortalidade (<10%), 
normalmente associada à falência cardíaca e/ou meningoencefalite. Na maioria dos casos é 
assintomática/oligosintomática e se resolve espontáneamente. Após 12 meses, a resposta 
imune controla a infecção, mas não a erradica. Assim, 6070% dos portadores nunca a 
manifesta (fase indeterminada). No entanto, após 1030 anos, 3040% restante desenvolve a 
fase crónica com alterações cardíacas e/ou digestivas (megaesofago e megacôlon). 
 Mais de um século depois da sua descoberta, a doença não dispõe de fármacos 
satisfatórios para o tratamento, que é baseado em dois nitroderivados introduzidos há mais 
de 40 anos: benznidazol (BZ) e nifurtimox, recomendados nos casos agudos e crónicos 
recentes, mas que apresentam limitações na fase crônica tardia. A controvertida eficácia, alta 
toxicidade e ocorrência de cepas do T. cruzi resistentes, afeta o sucesso destas terapias. 
Assim, um dos principais desafios a serem enfrentados na pesquisa da doença de Chagas é 
a identificação de alternativas terapêuticas com potencial aplicação no tratamento, objetivo 
principal desta tese. Para sua abordagem, se perseguiram três objetivos específicos: 
1. Identificação de potenciais agentes quimioterápicos dentre várias séries de síntese, 
através de um protocolo sequencial de triagem integrado por ensaios in vitro e in vivo. 
2. Preparação e avaliação biológica de novas formulações de BZ e outros compostos de 
baixa solubilidade aquosa para otimizar suas propriedades físico-químicas e eficácia. 
3. Desenvolvimento de novos modelos QSAR/ADL e posterior análise da sua aplicabilidade 
como ferramenta de apoio à identificação de compostos tripanocidas. 
 O primeiro objetivo consiste na avaliação através de ensaios fenotípicos da 
atividade de 191 moléculas, tais como derivados de 5-nitroindazol, 2,4-diaril-1,2,3,4-
tetrahidroquinolinas, derivados de cloroquinolina, 4-aminoimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazinas, 
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quelantes, cromenoazoldionas e alquil-lisofosfolípido edelfosina. Para a identificação de 
compostos ativos, se seguiu o seguinte protocolo de triagem: (i) ensaios em epimastigotas 
da cepa CL-B5 lacZ (DTU TcVI) e de citotoxicidade em células de mamífero, (ii) ensaios em 
amastigotas intracelulares daqueles que foram mais seletivos do que BZ e (iii) análise dos 
mais eficazes sobre um modelo murino de infecção aguda pelo T. cruzi. Os resultados 
indicam os derivados de 5-nitroindazol como os compostos mais ativos, tendo sido as 2-
bencil-5-nitroindazolinonas os mais promissores. Estes achados levaram à avaliação de 
VATR1, VATR3, VATR75, VATR81, VATR99, VATR100 e VATR102 sobre amastigotas das 
cepas Tulahuen lacZ (DTU TcVI) e Y (DTU TcII), além de sobre tripomastigotas sanguíneas 
(cepa Y). O comportamento destas 5-nitroindazolinonas contra parasitas intracelulares de 
cepas sensíveis e de moderada resistência foi semelhante, atingindo VATR75, VATR99 e 
VATR100 atividades (CI50 = 0,220,81 µM, 0,250,47 µM e 0,711,25 µM, respectivamente) 
similares à do BZ (CI50 = 0,501,77 µM). Porém, estas moléculas não foram tão ativas contra 
tripomastigotas, possivelmente frente a um distinto modo de ação nas formas proliferativas 
(amastigotas e epimastigotas) e não proliferativas (tripomastigotas). Análise orientadas à 
elucidação dos mecanismos relacionados à ação de VATR1 e VATR3 em tripomastigotas, 
apontaram processos de autofagia e alterações mitocôndriais. Por outro lado, ensaios in vivo 
com vários esquemas terapêuticos de VATR1, VATR3, VATR75, VATR99 e VATR100, 
revelaram diferenças quanto à redução da parasitemia e sobrevida dos animais infectados, a 
depender do derivado e posologia. Finalmente, mesmo que nenhuma das outras séries fosse 
tão ativa como os 5-nitroindazóis, os promissorios resultados obtidos com as 
tetrahidroquinolinas AR39, AR40, AR41, AR91 e DM15, e com a cloroquinolina 7, permitem 
propoê-las como candidatas a serem otimizadas para desenvolvimento de potenciais agentes 
anti-T. cruzi. A edelfosina mostrou uma atividade para se considerar em estudos futuros. 
 O segundo objetivo aborda o desenvolvimento de dispersões sólidas (DS) visando 
promover o perfil de dissolução de compostos de baixa solubilidade aquosa mediante 
optimização das propriedades físico-químicas e consequentemente, aumentar a eficacia. Os 
resultados das DS de BZ em desoxicolato sódico (NaDC) mostraram uma correlação entre 
presença de NaDC e resposta em pH fisiológico. Contudo, proporções elevadas diminuiram o 
perfil de dissolução em ambientes ácidos e portanto, as DS-1:3 e DS-1:6 não aumentaram a 
eficácia do BZ na administração oral em camundongos infetados (%AUPC = 95,27, 91,93 e 
83,14%, respectivamente). Melhores resultados obteve a DS em hidroxipropilcelulose de 
baixo peso molecular (L-HPC), atingindo um perfil de dissolução mais rápido e %AUPC = 
96,65%. Alías, a L-HPC foi selecionada para desenvolver DS de dois 5-nitroindazolinonas, 
resultando incremento nos perfís de dissolução e eficácia: %AUPC = 53,80, 82,85 e 81,05% 
(VATR1, DS-1:2,5 e DS-1:10) e %AUPC = 24,25, 61,12 y 85,42% (VATR3, DS-1:2,5 e DS-1:10). 
 O terceiro objetivo conta com a elaboração de uma base de dados (BD), constituida 
inicialmente por 1.308 compostos, como primeiro passo para construção de modelos 
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QSAR/ADL a partir dos descritores moleculares TOMOCOMD-CARDD, combinados através do 
DASDE em sistemas multiclassificadores (SMC) baseados na diversidade e estadística. Os 
resultados da validação confirmaram a robustez e poder preditivo dos modelos. Quanto à 
série de treinamento, os SMC mostraram melhor percentagem de classificação e razão de 
alarme falso do que os modelos que os compõem. No entanto, as discretas diferenças nos 
parámetros estadísticos das séries de treinamento e predição, previram um comportamento 
semelhante dos SMC na triagem virtual (TV). De fato, os resultados do TV de 148 moléculas 
discordaram com aqueles obtidos previamente in vitro. A baixa representação na série de 
treinamento de ativos e a semelhança estrutural entre compostos ativos e inativos influíram 
negativamente no TV, requerendo a retro-alimentação da BD para dirimir tais discrepâncias. 
 De forma resumida, as principais conclusões desta tese são: 
1. Os 5-nitroindazóis apresentam notável atividade tripanocida. Dentre estes, as 5-
nitroindazolinonas 1,2-disubstituidas foram identificadas como protótipos de agentes 
antichagásicos. 
2. As 5-nitroindazolinonas mais promissoras surgem da introdução do grupo benzila na 
posição N-2 do anel do indazol. 
3. Os derivados de 5-nitroindazol mostram um comportamento diferente sobre as formas 
proliferativas e não proliferativas do parasita. 
4. Estresse oxidativo, afetação mitocondrial e processos de autofagia, são propostos como 
participantes do modo de ação dos 5-nitroindazóis. 
5. A limitada solubilidade aquosa de vários 5-nitroindazóis afeta sua eficacia in vivo. 
6. Cinco tetrahidroquinolinas apresentam seletividade sobre amastigotas intracelulares. 
7. A cloroquinolina 7 se propõe como protótipo para desenvolver agentes anti-T. cruzi. 
8. As tiadiazinas, quelantes ou cromenoazoldionas não têm atividade notável no T. cruzi. 
9. Os resultados da edelfosina reafirmam a potencial aplicação dos alquil-lisofosfolípidos 
como alternativa terapêutica para o tratamento da doença. 
10. As DS em NaDC favorecem a atividade do BZ a pH fisiológico, mas concentrações 
elevadas reduzem a sua dissolução em meio ácido e afetam sua eficácia in vivo. 
11. As DS em L-HPC melhoram a solubilidade dos compostos e a sua atividade in vivo. 
12. A combinação dos softwares TOMOCOMD-CARDD e DASDE é uma estratégia eficaz na 
construção de sistemas multiclassificadores. 
13. A robustez e poder preditivo dos modelos é ratificada nos exercícios de validação. 
14. Nos estudos QSAR/ADL é primordial estabelecer previamente os criterios que definam a 
elaboração da BD. 
15. A baixa representação na BD das moléculas avaliadas in silico, supõe um ponto crítico 
na sua correta classificação pelos modelos de predição. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. ASPECTOS HISTÓRICOS 
La hipótesis clásica sobre el origen de la enfermedad de Chagas, propone que ésta surgió 
entre las poblaciones prehistóricas que habitaban los Andes hace aproximadamente 6.000 
años, al tiempo que comenzaron a domesticar animales, mudaron sus hábitos sedentarios y 
se iniciaron en las labores de agricultura (Ferreira et al., 2011).  
 Sin embargo, estudios de paleoparasitología basados en datos de biología 
molecular, han mostrado que Trypanosoma cruzi y la enfermedad de Chagas ya se 
encontraban presentes entre las poblaciones prehistóricas de América del Sur y Norte 
América mucho antes del mencionado periodo, defendiendo que la irrupción del hombre en 
el ciclo de transmisión de T. cruzi, originariamente zoonótico, probablemente ocurrió 
paralelamente a su establecimiento en el Continente Americano (Ferreira et al., 2011). De 
hecho, la primera evidencia de infección por T. cruzi en humanos fue hallada en momias de 
hasta 9.000 años de antigüedad procedentes de la cultura Chinchorro, a partir de las que se 
detectó ADNk mediante técnicas de PCR (Aufderheide et al., 2004). 
 Desde el s. XVI en adelante son varios los informes de médicos y viajeros que 
describen la presencia de una enfermedad en América Latina, cuyos síntomas recuerdan a 
los de la enfermedad de Chagas, afectando tanto a las poblaciones indígenas como a los 
colonizadores (Steverding, 2014). 
 Asimismo, existen diversos informes sobre triatominos anteriores a que su papel 
como vector de T. cruzi fuese descubierto (Prata et al., 2011), de entre los cuales destaca el 
redactado por Charles Darwin en el año 1835 (Steverding, 2014), donde el naturalista relata: 
 “[…] At night I experienced an attack (for it deserves no less a name) of the Benchuca 
(a species of Reduvius) the great black bug of the Pampas. It is most disgusting to feel soft 
wingless insects, about an inch long, crawling over one’s body. Before sucking they are quite 
thin, but afterwards become round and bloated with blood, and in this state they are easily 
crushed. […]” 
  Charles Darwin, 1835. 
 Este suceso, junto con los problemas de salud que sufre durante más de 40 años y 
cuya sintomatología, descrita por el propio Darwin en sus cartas, se asemeja a la de la 
enfermedad de Chagas, ha permitido especular acerca de que una infección por T. cruzi 
fuera la causa de su muerte (Bernstein, 1984), la cual a día de hoy no se encuentra 
totalmente esclarecida (Campbell y Matthews, 2015). 
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 Sin embargo, el descubrimiento de la enfermedad causada por T. cruzi no ocurre 
hasta iniciado el s. XX de la mano del médico brasileño Carlos Chagas (18791934), por 
aquel entonces dedicado a la investigación y control epidémico de la malaria, y que en el año 
1906 comienza a trabajar en el Instituto de Manguinhos (Rio de Janeiro, Brasil) bajo la 
dirección de Oswaldo Cruz (Bestetti et al., 2009).  
 
Fig. 1.  Izquierda: Carlos Chagas en su laboratorio del Instituto de Manguinhos en Rio de Janeiro. 
Fuente: Biblioteca virtual Carlos Chagas (www.bvschagas.coc.fiocruz.br). Derecha: Retrato de 
Oswaldo Cruz en 1903.  Fuente: www.portalfiocruz.br. 
 En el año 1907, enviado por Oswaldo Cruz con el propósito de combatir una 
epidemia de malaria surgida entre los trabajadores del ferrocarril, Carlos Chagas acude a 
Lassance (Minas Gerais, Brasil), donde rápidamente diagnostica diversos desórdenes 
neurológicos y anomalías cardíacas entre la población más joven (Bestetti et al., 2009). 
 Alertado por la presencia en las viviendas rurales de insectos hematófagos 
popularmente conocidos con el nombre de barbeiro, y motivado por su posible papel como 
vectores de una enfermedad humana, Carlos Chagas lleva a cabo la disección de varios de 
estos ejemplares encontrando en la parte posterior de su intestino numerosos flagelados 
con aspecto de crithidias (Chagas, 1909). Con anterioridad a este hallazgo y a partir de la 
sangre de un primate (Callithrix penicillata), describe un protozoo no patógeno para el 
hospedador, Trypanosoma minasense. Este hecho hace que el investigador envíe algunos 
barbeiros al Instituto de Manguinhos para corroborar la hipótesis de que las crithidias 
correspondían a formas evolutivas de T. minasense que posteriormente eran transmitidas al 
animal. Una vez probada la transmisión del parásito a primates sanos similares a los de 
Lassance, Oswaldo Cruz reclama la presencia de Carlos Chagas en Rio de Janeiro, quien 
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mediante observación directa del protozoo en una muestra de sangre asume que se trata de 
T. minasense (Chagas, 1922). Sin embargo, el exhaustivo análisis morfológico del parásito 
finalmente revela características nunca antes vistas en otro tripanosoma, descubriéndose de 
esta manera una nueva especie a finales del año 1908: 
 “To the new species of trypanosome I gave the name of Trypanosoma cruzi, in 
honour of my unforgettable leader to whom I owe everything in my scientific career and who 
in these studies was to me the most broad-minded of counsellers: to the impersonation of 
scientific capability and kindness, always ready to let me partake of the benefits of his 
knowledge and to harbor me in the warmth of his friendship.” 
 Carlos Chagas, 1922. 
 Meses después en Lassance, acude a la consulta médica de Carlos Chagas una niña 
presentando un cuadro de fiebre elevada, anemia y edemas, así como T. cruzi en sangre 
periférica. El 14 de abril de 1909, Berenice, de 2 años de edad, se convierte en el primer 
caso verificado de enfermedad de Chagas en humanos (Chagas, 1916a). De esta manera, el 
médico brasileño describe las características morfológicas y el ciclo biológico de T. cruzi en 
el vector y el hospedador vertebrado, incluido el hombre (Bestetti et al., 2009). 
 Carlos Chagas identifica las fases aguda y crónica de la enfermedad, clasificando 
erróneamente la segunda en las formas pseudo-mixedematosa, mixedematosa, nerviosa y 
cardíaca (Chagas, 1911), y ya sugiere la posible intervención de una respuesta autoinmune 
en la patogénesis de la fase crónica (Bestetti et al., 2009). En 1916, señala el carácter 
asintomático de la infección aguda en adultos y profundiza acerca de la patología cardíaca 
de la nueva enfermedad (Chagas, 1916a), manifiesta la importancia de los animales 
domésticos como reservorio de la misma (Bestetti et al., 2009) e introduce el concepto de 
fase indeterminada para abandonar el de formas pseudo-mixedematosa y mixedematosa de 
la fase crónica, tras relacionar la presencia de mixedema con la infección aguda (Chagas, 
1916b). Ese mismo año observa episodios de disfagia en numerosos pacientes (Chagas, 
1916a) asociando el “mal de engasgo” con la infección por T. cruzi (Bestetti et al., 2009). En 
1918 identifica al armadillo como hospedador y reservorio natural del parásito (Bestetti et 
al., 2009). Finalmente, en el año 1920 sugiere el bloqueo aurículo-ventricular completo y la 
fibrilación ventricular como mecanismos responsables de la muerte súbita en la fase crónica 
y aporta evidencias de que la enfermedad estaba presente en distintos países del Continente 
Americano (Bestetti et al., 2009). 
 Alcanzado el año 1920, Carlos Chagas había descrito el agente etiológico, vector, 
reservorio natural, los aspectos clínicos de ambas fases con especial atención a la patología 
cardíaca, la potencial intervención de la autoinmunidad en la patogénesis de la fase crónica e 
identificado la amplia distribución de la enfermedad en el Continente Americano. Por todo 
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ello, la nueva enfermedad fue reconocida internacionalmente como enfermedad de Chagas 
(Bestetti et al., 2009). 
 En los años posteriores al descubrimiento de la enfermedad de Chagas, diversos 
investigadores contribuyen con sus trabajos a sentar las bases de su conocimiento. Entre 
ellos, Arthur Neiva inicia en 1910 los estudios acerca de la biología de los vectores y Gaspar 
Vianna identifica en el año 1911 la forma intracelular de T. cruzi. En 1912, Brumpt describe 
que la infección ocasionada por T. cruzi ocurría de manera natural a través de las heces 
contaminadas del vector y desarrolla el xenodiagnóstico en 1914. Por su parte, Guerreiro y 
Machado ponen a punto en 1913 un test de fijación del complemento para el diagnóstico 
serológico de la enfermedad, mientras que un año más tarde, Mayer y Rocha-Lima aclaran 
diversos aspectos de la anatomía patología y de la evolución del parásito en los tejidos. Ya 
en los años 30, Salvador Mazza describe más de un centenar de casos de la enfermedad en 
Argentina, siendo además el primero en proponer la vía transfusional como posible ruta de 
transmisión alternativa. En esa misma década, Cecilio Romaña identifica el edema palpebral 
que recibe su nombre (signo de Romaña) como puerta de entrada de la infección aguda 
(Velasco-Castrejón y Rivas-Sánchez, 2008; Coura y Dias, 2009; Steverding, 2014). 
1.2. EL PARÁSITO 
1.2.1. Taxonomía 
La clasificación que muestra la Fig. 2 sitúa a T. cruzi como protozoo flagelado perteneciente 
al filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora y clase Zoomastigophorea. Dentro de esta 
clase, la presencia de kinetoplasto coloca al parásito en el orden Kinetoplastida, formando 
parte de la familia Trypanosomatidae. Sin embargo, de acuerdo con Cavalier-Smith (2009), T. 
cruzi se encuadra taxonómicamente de la siguiente manera: dominio Eukaryota  reino 
Protozoa  subreino Eozoa  infra-reino Euglenozoa  filo Euglenozoa  clase Kinetoplastea  
orden Trypanosomatida  familia Trypanosomatidae. 
 El género Trypanosoma, cuyo nombre procede del griego trypanon (barrena) y 
soma (cuerpo), se divide a su vez en dos secciones según su comportamiento en el 
hospedador invertebrado: (i) la sección Salivaria, que comprende aquellos tripanosomas 
cuyas formas infectivas se transmiten mediante la saliva del vector y (ii) la sección 
Stercoraria cuyas especies, como T. cruzi, completan su ciclo biológico en el intestino 
posterior del hospedador invertebrado, siendo las formas infectivas liberadas junto con las 
heces del insecto. Dentro de la sección Stercoraria, aquellos tripanosomas que se multiplican 
en el hospedador vertebrado mediante estadios intracelulares forman parte del subgénero 
Schizotrypanum, entre los que se encuentra el agente causal de la enfermedad de Chagas. 
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Fig. 2. Clasificación de los tripanosomas de mamíferos. Fuente: esquema adaptado del propuesto en 
Control de la enfermedad de Chagas: segundo informe del Comité de Expertos de la OMS (OMS, 
2002). 
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1.2.2. Nomenclatura subespecífica: DTU (discrete typing units) 
La gran diversidad biológica, bioquímica y genética que existe entre las distintas cepas de T. 
cruzi, junto con sus diferentes características ecoepidemiológicas, ha desembocado en 
numerosos esfuerzos para caracterizar su estructura poblacional, habiéndose organizado en 
diferentes subgrupos a lo largo de los años: zimodemas, esquizodemas, biodemas, clonets, 
linajes, clados y más recientemente, DTU (discrete typing units) (Zingales et al., 2009). 
 El término discrete typing unit fue propuesto por Tibayrenc en 1998 para describir 
un conjunto de aislados que son genéticamente más similares entre sí que a otros aislados 
de otros grupos, siendo además fácilmente identificables mediante marcadores moleculares 
comunes (Tibayrenc, 1998). En el año 2009 con el propósito de estandarizar la nomenclatura 
subespecífica de T. cruzi, se estableció un consenso por el cual se recomienda que todos los 
aislados y cepas conocidas sean asignadas a uno de los seis DTU (TcITcVI) en los que fue 
reagrupada. La Tabla 1 recoge algunas de estas cepas y su designación al DTU 
correspondiente (Zingales et al., 2009). Por otra parte, la Tabla 2 y la Fig. 3 muestran un 
resumen del ecotopo, hospedador, vector y enfermedad de Chagas asociada a cada DTU; así 
como la distribución geográfica de los mismos (Zingales et al., 2012). 
Tabla 1. Cepas representativas de T. cruzi y DTU al que pertenecen (Zingales et al., 2009). 
Cepa 
a
 DTU País Hospedador / vector 
12 SF T. cruzi II Bahia, Brasil Homo sapiens 
21 SF T. cruzi II Bahia, Brasil Homo sapiens 
3663 T. cruzi III Amazonas, Brasil Panstrongylus geniculatus 
3869 T. cruzi III Amazonas, Brasil Homo sapiens 
4167 T. cruzi IV Amazonas, Brasil Rhodnius brethesi 
4182 T. cruzi III Amazonas, Brasil Rhodnius brethesi 
92.80 cl2 T. cruzi V Santa Cruz, Bolivia Homo sapiens 
92101601P cl1 T. cruzi I Georgia, USA Didelphis marsupialis 
92122102R T. cruzi IV Georgia, USA Procyon lotor 
Bug2148 cl1 T. cruzi V Rio Grande do Sul, Brasil Triatoma infestans 
Bug2149 cl10 T. cruzi V Rio Grande do Sul, Brasil Triatoma infestans 
CA-1 T. cruzi I Argentina Homo sapiens 
CanIII cl1 T. cruzi IV Pará, Brasil Homo sapiens 
CL  T. cruzi VI Rio Grande do Sul, Brasil Triatoma infestans 
CL Brener 
b
 T. cruzi VI Rio Grande do Sul, Brasil Triatoma infestans 
CM17 T. cruzi III Meta, Colombia Dasypus sp. 
Colombiana T. cruzi I Colombia Homo sapiens 
Cuica cl1 T. cruzi I São Paulo, Brasil Philander opossum 
Cutia cl1 T. cruzi I Espírito Santo, Brasil Dasyprocta aguti 
Davis 9.90 T. cruzi I Tegucigalpa, Honduras Triatoma dimidiata 
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Tabla 1. Continuación. 
  
Dm28c 
c
 T. cruzi I Carabobo, Venezuela Didelphis marsupialis 
Dm7 T. cruzi I Casanare, Colombia Didelphis marsupialis 
Dog Theis 
d
 T. cruzi IV Oklahoma, USA Canis familiaris 
Esmeraldo cl3 T. cruzi II Bahia, Brasil Homo sapiens 
G T. cruzi I Amazonas, Brasil Opossum 
Gambá cl1 T. cruzi I São Paulo, Brasil Didelphis azarae 
IVV cl4 T. cruzi II Cuncumen, Chile Homo sapiens 
JEM C T. cruzi I Boyacá, Colombia Homo sapiens 
José T. cruzi I Paraíba, Brasil Homo sapiens 
K-98 
e
 T. cruzi I Argentina Homo sapiens 
M5631 cl5 T. cruzi III Pará, Brasil Dasypus novemcinctus 
M6241 cl6 T. cruzi III Pará, Brasil Homo sapiens 
MAS cl1 T. cruzi II Minas Gerais, Brasil Homo sapiens 
MN cl2 T. cruzi V Región IV, Chile Homo sapiens 
NR cl3 T. cruzi V Salvador, Chile Homo sapiens 
P63 cl1 T. cruzi VI Makthlawaiya, Paraguay Triatoma infestans 
PALC  T. cruzi I Casanare, Colombia Rhodnius prolixus 
Peruana T. cruzi II Perú Homo sapiens 
RA T. cruzi VI Argentina Homo sapiens 
Sc43 cl1 T. cruzi V Santa Cruz, Bolivia Triatoma infestans 
SO3 cl5 T. cruzi V Potosi, Bolivia Triatoma infestans 
Sylvio 
f 
X10 cl1 T. cruzi I Pará, Brazil Homo sapiens 
Td11C  T. cruzi I Boyacá Colombia Triatoma dimidiata 
Tu18 cl1 T. cruzi II Tupiza, Bolivia Triatoma infestans 
Tulahuen T. cruzi VI Tulahuen, Chile Homo sapiens 
Tulahuen cl2 T. cruzi VI Tulahuen, Chile Homo sapiens 
X10/1 
g
 T. cruzi I Pará, Brasil Homo sapiens 
X109/2 T. cruzi III Makthlawaiya, Paraguay Canis familiaris 
Y T. cruzi II São Paulo, Brasil Homo sapiens 
YuYu T. cruzi I Minas Gerais, Brasil Triatoma infestans 
a 
 cl indica que es un clon derivado del aislado original. 
b
 CL Brener es un clon derivado de la cepa CL. 
c 
Dm28c es un clon derivado de la cepa Dm28. 
d 
 En ocasiones referida como DogT o DogTh. 
e 
Clon 
de la cepa CA-1. 
f
 Comúnmente referida como Sylvio. 
g
 Igual que Sylvio X10 cl1 (Sylvio). 
 De los seis DTU, TcI es el más abundante y el que se encuentra más ampliamente 
distribuido (Zingales et al., 2012). Todos resultan infectivos para el hombre, siendo las 
infecciones provocadas por TcIII y TcIV las menos frecuentes en humano (Zingales et al., 
2012, 2014). No obstante, no se ha establecido una clara relación entre los distintos DTU y 
la presentación clínica de la enfermedad. Mientras que TcI, TcII, TcV y TcVI son los 
principales causantes de infección humana provocando cardiomiopatía, tan sólo TcII, TcV y 
TcVI han sido asociados con la enfermedad crónica digestiva (Zingales et al., 2012). 
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Tabla 2. Resumen de las principales características asociadas a cada DTU 
a
 (Zingales et al., 2012).  
DTU Ecotopo / nicho Hospedador 
 b 
Vector 
b
  Geografía 
c
 Enfermedad 
TcI Primario: 
arbóreo, 
palmeras. 
Secundario: 
árido, rocoso, 
terrestre en la 
Amazonia 
Primario: 
arbóreo, semi-
arbóreo; 
especialmente 
Didelphis y otros 
didélfidos, 
roedores 
arbóreos, 
primates, 
Tamandua. 
Secundario: 
roedores 
terrestres 
Primario: 
Rhodnius. 
Secundario: 
Panstrongylus, 
Triatoma, 
Eratyrus 
Sur, Centro 
y Norte 
América 
Cardiomiopatía 
en el Norte de la 
Amazonia, 
esporádicamente 
en el Cono Sur 
TcII Incompletamente 
conocido; raro 
en ciclos 
selváticos 
Incompletamente 
conocido: 
primates de 
bosque Atlántico, 
didélfidos, 
Euphractus 
(Paraguay) 
Incompletamente 
conocido: 
(Triatomini)      
Cono Sur, 
más 
esporádico 
en el Norte 
Cardiomiopatía y 
megasídromes 
en la zona 
Atlántica y 
Central de Brasil 
TcIII Terrestre fosorial Armadillos, 
especialmente 
Dasypus, 
Chaetophractus, 
Euphractus; 
Didelphids, 
Monodelphis 
P. geniculatus América del 
Sur 
Rara en 
humanos 
(también en 
perros 
domésticos). 
Casos agudos 
en la Amazonia. 
Presentación 
clínica poco 
conocida  
TcIV Arbóreo y 
algunos 
hospedadores 
terrestres en 
Norte América 
Primates, Nasua 
nasua 
Rhodnius, 
Panstrongylus, 
Triatoma 
Norte y 
Sudamérica 
Causa 
secundaria de 
enfermedad de 
Chagas en 
Venezuela, 
esporádica en 
otros lugares de 
Sudamérica 
TcV Raro en ciclos 
selváticos 
Incompletamente 
conocido: 
Dasypus, 
Euphractus, 
Octodon 
Incompletamente 
conocido 
Cono Sur, 
Gran 
Chaco, 
extremo Sur 
de Brasil 
Cardiomiopatía y 
megasíndromes 
en el Cono Sur 
TcVI Raro en ciclos 
selváticos 
Incompletamente 
conocido 
Incompletamente 
conocido 
Cono Sur, 
Gran Chaco 
Cardiomiopatía y 
megasíndromes 
en el Cono Sur 
a 
Las asociaciones con el ecotopo, hospedador y vector no son exclusivas. 
b
 Se refieren al 
hospedador y vector selváticos. 
c 
Consultar distribución geográfica en la Fig. 3. 
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Fig. 3. Distribución geográfica aproximada de los DTU de T. cruzi (TcITcVI) en sus ciclos de 
transmisión selvático y doméstico. Fuente: Zingales et al. (2012). 
 Cabe mencionar la existencia de Tcbat, genotipo independiente a los anteriores y 
ampliamente distribuido en murciélagos (Zingales et al., 2012), del que recientemente se ha 
comunicado en Colombia el primer caso humano (Ramírez et al., 2014). La hipótesis bat-
seeding sugiere como ancestro común del parásito, tripanosomas de murciélagos que 
invadieron animales terrestres en el Continente Americano, se adaptaron a la transmisión 
por triatominos y dieron origen a T. cruzi. El origen, relación entre los distintos DTU y la 
hipótesis de Tcbat como ancestro común continúa siendo discutida (Lima et al., 2015). 
1.2.3. Morfología 
1.2.3.1. Tipos morfológicos 
A lo largo de su ciclo biológico, los protozoos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae 
presentan varios tipos morfológicos, encontrándose éstos claramente diferenciados en el 
caso de T. cruzi (Fig. 4). 
 Los epimastigotes (Fig. 4A), de 2040 m de longitud,  presentan forma alargada y 
en ellos el kinetoplasto se localiza en posición anterior al núcleo. Esta forma extracelular de 
T. cruzi posee capacidad de división y se encuentra de manera natural en el intestino del 
vector, estando también presente en cultivos en fase de crecimiento exponencial (de Souza, 
2002).  
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Fig. 4.  Morfología y organización ultraestructural 
de T. cruzi: epimastigote (A), tripomastigote (B) y 
amastigote (C). Fuente: Atlas Didático – O Ciclo 
de Vida do Trypanosoma cruzi (PUB_527_1.0, 
disponible en www.open.edu/openlearnworks/).
 En los tripomastigotes (Fig. 4B), el kinetoplasto se sitúa en la zona posterior al 
núcleo. Con una longitud aproximada de 25 m, son formas extracelulares incapaces de 
dividirse que se encuentran a nivel del intestino posterior, heces y orina del vector, así como 
en la sangre y células del hospedador vertebrado (de Souza, 2002). En la sangre del 
hospedador vertebrado, los tripomastigotes constituyen una población pleomórfica en la que 
se diferencian formas slender y formas broad (tripomastigotes delgados y gruesos, 
respectivamente) cuya proporción varía dependiendo de la cepa (Tyler y Engman, 2001). Los 
tripomastigotes también pueden observarse en cultivos de T. cruzi que han alcanzado la 
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fase estacionaria de crecimiento, así como en el sobrenadante de cultivos celulares 
infectados (de Souza, 2002). 
 Los amastigotes (Fig. 4C) son la forma redondeada e intracelular de T. cruzi. 
Presentan un diámetro aproximado de 3 a 5 m, capacidad de división y un flagelo muy 
corto albergado en el interior de la bolsa flagelar (de Souza, 2002). 
1.2.3.2. Características estructurales 
Desde un punto de vista morfológico, la superficie celular de los tripanosomátidos está 
constituida por el glucocáliz y la bicapa lipídica. Asimismo, en la membrana plasmática se 
distinguen tres macrodominios diferenciados correspondientes al cuerpo celular, flagelo y 
bolsa flagelar. En ellos a su vez se aprecian diversos microdominios especializados como el 
collar flagelar (en la porción basal del flagelo), la zona de unión del flagelo al cuerpo celular 
y el citostoma. El citostoma consiste en una invaginación de la membrana plasmática 
continuada por microtúbulos subpeliculares, que se origina en la porción anterior de la 
célula y se proyecta a través de la citofaringe hacia la zona posterior, desde donde alcanza la 
región del núcleo. Ausente en las formas tripomastigote, participa junto con la bolsa flagelar 
en los procesos de endocitosis que llevan a cabo los epimastigotes (de Souza, 1999, 2009). 
 En flagelo se encuentra involucrado en al menos dos procesos biológicos de 
especial importancia: movimiento de la célula y adhesión del protozoo a la superficie (de 
Souza, 1999). En el cuerpo basal, parte proximal e intracitoplasmática desde la que se 
origina el flagelo, los microtúbulos se disponen formando nueve tripletes periféricos 
(Gadelha et al., 2006). A continuación, el flagelo se proyecta sobre la bolsa flagelar donde el 
axonema adquiere la típica estructura 9 + 2 (nueve pares de microtúbulos periféricos 
dispuestos de manera simétrica en torno a un par central). A su vez, a lo largo del flagelo y 
unido al axonema a través de cuatro de los nueve pares externos (dobletes 47) se sitúa la 
estructura paraflagelar (de Souza, 2002), de composición proteica y vital para la motilidad 
del parásito (Kohl y Bastin, 2005), ausente en las formas amastigote (Portman y Gulh, 2010). 
Cuando el flagelo se mueve, la onda se propaga a lo largo de toda su estructura hasta 
alcanzar la zona de unión al cuerpo celular, induciendo un movimiento aparente que genera 
la impresión de una membrana ondulante (de Souza, 2002). 
 El citoesqueleto está constituido por un armazón de microtúbulos subpeliculares 
dispuestos longitudinalmente y paralelos entre sí a una distancia constante de 44 nm, 
fuertemente asociados a la membrana plasmática. Los microtúbulos subpeliculares de 
distribuyen a lo largo de la periferia del cuerpo celular del parásito, exceptuando la región 
que constituye la bolsa flagelar (de Souza, 2009). 
 T. cruzi presenta una única mitocondria muy ramificada que se extiende ocupando 
la práctica totalidad del cuerpo celular. En la matriz mitocondrial se localiza el kinetoplasto, 
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una condensación de ADN extranuclear (ADNk) próxima al núcleo y situada bajo la base del 
flagelo, cuya forma varía con los distintos tipos morfológicos: en los epimastigotes (Fig. 4A) 
y amastigotes (Fig. 4C) adquiere forma de bastón con el ADNk más compactado, mientras 
que en los tripomastigotes es redondeado y con el ADNk más disperso (Fig. 4B). El ADNk 
supone aproximadamente el 30% del ADN celular y se encuentra constituido por una red de 
20.00030.000 minicírculos con un tamaño comprendido entre 0,22,5 kb y por unas pocas 
docenas de maxicírculos de 2040 kb (de Souza, 1999, 2009). 
 El glicosoma es una estructura esférica de matriz homogénea rodeada por una 
membrana simple. Inicialmente fue incluido en el grupo de los peroxisomas por ser análogo 
a las estructuras presentes en células de mamífero que albergan catalasas. Sin embargo, 
dado que en los tripanosomátidos digenéticos los glicosomas no contienen catalasas, fueron 
finalmente considerados como un tipo especial de peroxisomas (de Souza, 2002). La 
principal característica de este orgánulo reside en la concentración y compartimentalización 
de las enzimas involucradas en la glucólisis, a diferencia de otras células donde ésta tiene 
lugar en el citosol (de Souza, 1999, 2009). Asimismo, existen evidencias de varias rutas 
metabólicas que también ocurren en el glicosoma de los tripanosomátidos, como la 
biosíntesis de pirimidinas o la vía de salvamento de purinas (de Souza, 2009). 
 Otro orgánulo a destacar es el acidocalcisoma, implicado en diversas funciones 
como el almacenamiento de calcio, magnesio, sodio, potasio, cinc y fósforo (en forma de 
pirofosfato y polifosfato); la homeostasis del pH y la osmorregulación, estando este último 
proceso controlado en asociación con la vacuola contráctil (de Souza, 2002, 2009). 
 En la región posterior de los epimastigotes se distiguen los reservosomas (Fig. 4A), 
estructuras esféricas con una membranana simple y cuya matriz está fundamentalmente 
constituida por proteínas e inclusiones lipídicas. En ellos se acumulan las macromoléculas 
ingeridas por el parásito en el proceso de endocitosis y desaparecen progresivamente en su 
transformación a tripomastigotes. Asimismo, en los epimastigotes los reservosomas 
acumulan cruzipaína, principal cisteín proteasa de T. cruzi (Cunha-e-Silva et al., 2006). 
 Otras estructuras esféricas presentes en el citoplasma de T. cruzi son las 
inclusiones lipídicas, de tamaño variable y rodeadas por una monocapa de fosfolípidos. 
Además de estas estructuras, en T. cruzi se distinguen otras típicas de eucariotas como el 
retículo endoplasmático, aparato de Golgi, ribosomas y vacuolas (de Souza, 2002). 
1.3. EL VECTOR 
Los triatominos representan una subfamila dentro de la familia Reduviidae, definida en base 
a sus hábitos hematófagos y características morfológicas. Actualmente existen más de 140 
especies reconocidas, habitualmente agrupadas en 15 géneros y 5 tribus (Schofield y Galvão, 
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2009), en su mayoría selváticas y asociadas a una gran variedad de hospedadores 
vertebrados, particularmente mamíferos constructores de nidos y aves. Otros triatominos 
ocupan hábitats peridomésticos como gallineros y corrales, mientras que sólo unos pocos 
han completado el proceso de adaptación a ambientes domésticos, donde cumplen un 
importante papel como vectores de la enfermedad de Chagas (Schofield et al., 1999). 
 Entre las especies domiciliares, encontramos varias pertenecientes a los géneros 
Triatoma, Panstrongylus y Rhodnius (Fig. 5), destacando como principales vectores, debido a 
su importancia epidemiológica, T. infestans, P. megistus y R. prolixus (Rassi et al., 2010; 
Bellini et al., 2012). 
 
Fig. 5. Triatominos de la familia Reduviidae, potenciales vectores de la enfermedad de Chagas. De 
izquierda a derecha: T. sordida, T. infestans, T. pseudomaculata, P. megistus, T. brasiliensis, T. 
dimidiata y R. prolixus. Fuente: Bellini et al. (2012).  
 Durante su desarrollo, los triatominos presentan cinco estadios ninfales además de 
adultos de ambos sexos, todos ellos hematófagos y potenciales transmisores de T. cruzi 
(Kollien y Schaub, 2000; Rassi et al., 2010). La probabilidad de que un triatomino se 
encuentre infectado aumenta de acuerdo con sus ingestas de sangre, siendo los estadios 
más desarrollados y adultos los que muestran mayor tasa de infección (Rassi et al., 2010). 
1.4. CICLO BIOLÓGICO 
T. cruzi presenta un ciclo biológico indirecto, que comienza cuando los tripomastigotes 
metacíclicos presentes en las heces del vector entran en contacto con lesiones en la piel y 
mucosas del hospedador vertebrado (Fig. 6). Estas formas son capaces de invadir una gran 
variedad de células nucleadas, tanto fagocíticas como no fagocíticas, mediante la formación 
de una vacuola parasitófora donde comienza su transformación a amastigotes, para 
posteriormente escapar al citoplasma, completar el proceso y multiplicarse.  En el interior de 
las células, los amastigotes se diferencian a tripomastigotes esbeltos (slender) a través de 
una forma intermedia epimastigote-like (Faucher et al., 1995; Almeida-de-Faria et al., 1999). 
A continuación, escapan de la célula tras su ruptura e invaden otras células adyacentes, o se 
diseminan por el torrente sanguíneo pudiendo incluso diferenciarse extracelularmente. Esta 
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diferenciación de los tripomastigotes esbeltos a nivel extracelular provoca un incremento de 
formas gruesas (broad) y de amastigotes extracelulares en sangre periférica (Tyler y 
Engman, 2001). Debido a su capacidad para infectar células, principalmente fagocíticas, 
estos amastigotes junto con los liberados en una ruptura prematura de la célula, contribuyen 
en la propagación de la infección en el hospedador vertebrado (Ley et al., 1998). 
 
Fig. 6. Ciclo biológico de T. cruzi. Fuente: www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html. 
 Con la ingesta de sangre infectada por el hospedador invertebrado, los parásitos 
acceden al intestino medio donde los tripomastigotes, previa diferenciación en amastigotes y 
esferomastigotes, se transforman finalmente en epimastigotes, forma proliferativa del vector 
(Tyler y Engman, 2001). Una vez alcanzan la parte posterior del intestino, los epimastigotes 
se adhieren por medio del flagelo a la cutícula rectal y ocurre el proceso de metaciclogénesis 
en el que se diferencian a tripomastigotes metacíclicos (Bonaldo et al., 1988). Éstos son 
liberados junto con las heces del vector, completándose así el ciclo biológico de T. cruzi. 
 Por tanto, las tres formas principales de T. cruzi (epimastigote, tripomastigote y 
amastigote) aparecen tanto en el hospedador vertebrado como en el invertebrado a lo largo 
de su ciclo biológico (Tyler y Engman, 2001). Llegado este punto hay que recordar que en el 
hospedador vertebrado, la primera se trata de una forma epimastigote-like intermedia, 
observada durante el ciclo intracelular (Faucher et al., 1995; Almeida-de-Faria et al., 1999).   
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1.4.1. Desarrollo del ciclo en el hospedador vertebrado 
En contacto con el hospedador vertebrado, los tripomastigotes metacíclicos generalmente 
infectan macrófagos, fibroblastos y otros tejidos en el lugar de la infección primaria. 
Asimismo, comienzan su diseminación por el torrente sanguíneo para establecer la infección 
en tejidos distantes al cabo de los 710 días posteriores a la inoculación. A pesar de que T. 
cruzi es capaz de infectar prácticamente cualquier célula nucleada, únicamente los tejidos 
musculares y los nervios entéricos desarrollan una patología aparente que varía en función 
del tropismo de la cepa (Epting et al., 2010). 
1.4.1.1. Adhesión a la célula hospedadora 
El proceso por el que T. cruzi se adhiere a la célula hospedadora supone el reconocimiento 
de moléculas de superficie, presentes tanto en el parásito como en la célula (Fig. 7). Sin 
embargo, que la adhesión tenga lugar no siempre conlleva una posterior internalización del 
parásito, encontrándose ambos procesos claramente diferenciados (de Souza et al., 2010). 
1.4.1.2. Reconocimiento 
o Moléculas de superficie de T. cruzi 
Las moléculas que T. cruzi expresa en su superficie varían con las distintas cepas y formas 
del parásito, e intervienen en el proceso de invasión celular mediante su interacción con 
elementos de la célula hospedadora. A continuación se citan las moléculas presentes en la 
superficie de las formas tripomastigote, representadas de forma esquemática en la Fig. 7: 
 Gp90, con actividad glucosidasa, desempeña su acción antifagocítica mediante la retirada 
de restos de glucosa presentes en la célula necesarios para la internalización del parásito. 
La unión de gp90 a las células de mamífero inhibe además la movilización de calcio 
intracelular tanto en la célula como en el parásito, necesaria para la internalización de T. 
cruzi. Por estos motivos es considerada un regulador negativo del proceso de invasión (de 
Souza et al., 2010). Sin embargo, la susceptibilidad que muestran ciertos tipos de gp90 
frente a la acción de la pepsina, explica el mantenimiento de la infección en los casos de 
ingestión accidental de aislados de T. cruzi ricos en esta molécula (Yoshida, 2009). 
 Las mucinas son las glucoproteínas de superficie mayoritarias en T. cruzi y sus residuos 
de galactosa interaccionan con las células de mamífero, estando muchas de ellas 
involucradas en el proceso de invasión (de Souza et al., 2010). 
 Tc85 es una glucoproteína de 85 kD abundante en las formas tripomastigote, que 
constituye la superfamilia gp85/transialidasa junto con otras proteínas como gp82 y las 
transialidasas. Esta familia es capaz de unirse a receptores localizados tanto en la 
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superficie de la célula hospedadora (citoqueratina 18) como formando parte de la matriz 
extracelular (fibronectina o laminina) (de Souza et al., 2010). 
 Las moléculas gp82 y gp35/50 también participan en el proceso de invasión celular. 
Ambas se expresan en la superficie de los tripomastigotes metacíclicos, estando la 
primera de ellas presente únicamente en dicha forma de T. cruzi (de Souza et al., 2010). 
Junto con la fosfolipasa C y el inositol trifosfato (IP3), gp82 interviene en el proceso de 
señalización celular por el que se activa una tirosina quinasa que fosforila a la proteína 
p175 y desencadena una movilización de calcio desde el retículo endoplasmático, 
necesaria para la invasión celular (Epting et al., 2010). En los aislados pobres en gp82, 
gp30 promueve la invasión mediante un mecanismo similar. Sin embargo, la afinidad de 
gp30 hacia la mucina gástrica es muy inferior a la que muestra gp82, siendo estos 
aislados menos infectivos por vía oral (Yoshida, 2009). Por su parte, gp35/50 induce una 
liberación de calcio desde los acidocalcisomas a través de la adenilato ciclasa y el 
aumento de AMPc (Epting et al., 2010). Aunque el proceso de invasión promovido por 
gp35/50 no es tan efectivo, la resistencia de esta proteína hacia la acción de proteasas 
gástricas confiere protección a los tripomastigotes metacíclicos frente a su destrucción en 
la infección por vía oral (de Souza et al., 2010). 
 Otro grupo de moléculas presentes en los tripomastigotes son las transialidasas, enzimas 
exclusivas de T. cruzi que se encuentran ancladas a su membrana plasmática por medio 
de glucofosfatidilinositol (GPI) y son liberadas por el parásito al medio extracelular. En 
lugar de retirar ácido siálico, las transialidasas son capaces de transferirlo desde los 
sialilglucoconjugados de la célula hospedadora principalmente a las mucinas del parásito, 
incapaz de sintetizar dichos residuos. Este proceso de sialización proporciona a T. cruzi 
protección frente al complemento (de Souza et al., 2010). 
 En todas las cepas de T. cruzi y expresada únicamente por las formas tripomastigote, 
gp83 actúa como ligando que media en su adhesión y penetración en células tanto 
fagocíticas como no fagocíticas (de Souza et al., 2010). 
 De manera similar, las penetrinas, moléculas de 60 kD, muestran afinidad por ciertos 
elementos de la matriz extracelular como el heparán sulfato o el colágeno, a los que se 
une de manera selectiva promoviendo la adhesión y entrada del parásito en los 
fibroblastos (de Souza et al., 2010). 
 Algunas proteasas de T. cruzi como la cruzipaína, la oligopeptidasa B o la Tc80 se 
encuentran involucradas en la infección de la célula hospedadora. Como se ha comentado 
anteriormente, en los epimastigotes la cruzipaína se localiza a nivel de los reservosomas. 
No obstante, se ha visto que también la expresan en su superficie, al igual que las formas 
de transición amastigote-tripomastigote. Esta cisteín proteasa también es secretada a 
través de la bolsa flagelar y es capaz de originar quininas a partir del quininógeno, las 
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cuales se unen al receptor de bradiquinina estimulando la liberación de calcio intracelular 
mediada por IP3. La oligopeptidasa B es una endopeptidasa citosólica secretada por los 
tripomastigotes que media en la movilización de calcio; mientras que Tc80 es una 
proliloligopeptidasa capaz de hidrolizar varios tipos de colágeno y fibronectina, 
participando en la entrada de T. cruzi en la célula (de Souza et al., 2010). 
 
Fig. 7. Principales moléculas de superficie involucradas en el proceso de interacción de los 
tripomastigotes de T. cruzi con la célula hospedadora. Fuente: de Souza et al. (2010). 
o Moléculas de superficie de la célula hospedadora 
Durante el proceso de invasión llevado a cabo por T. cruzi, diversas moléculas presentes en 
la membrana de la célula hospedadora pueden actuar como potenciales receptores de 
reconocimiento de patógenos (PRR), variando en función del tipo celular (Fig. 7). Algunas de 
estas moléculas, como la citoqueratina 18 o los receptores de bradiquinina, han sido 
comentadas en el apartado anterior. Otras como la galectina-3 o el receptor de TGF- se han 
propuesto como mediadoras de la entrada de T. cruzi en células dendríticas y musculares, 
así como en células epiteliales, respectivamente. Por otra parte, los receptores TrkA y TrkC 
intervienen en los procesos de invasión que ocurren a nivel del sistema nervioso, habiéndose 
identificado TrKA como ligando de la transialidasa (de Souza et al., 2010). 
  Dentro de los PRR, destaca el grupo de los TLR (toll-like receptors), de entre los 
cuales, TLR-2 y TLR-4, además del intracelular TLR-9, son capaces de reconocer a T. cruzi en 
las células fagocíticas profesionales (de Souza et al., 2010; Epting et al., 2010; Basso, 2013). 
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1.4.1.3. Invasión de la célula hospedadora 
Tras la adhesión y reconocimiento de T. cruzi por la célula, se desencadenan una serie de 
procesos de señalización celular bidireccionales, mediados por un incremento de los niveles 
de calcio intracelular que culminan con el proceso de invasión (Epting et al., 2010).  
o Células fagocíticas  Fagocitosis 
La fagocitosis es el principal mecanismo de entrada en las células fagocíticas profesionales. 
Las células emiten pseudópodos y se produce una activación de proteínas tirosina quinasas, 
seguida de un reclutamiento de fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3k) y filamentos de actina en el 
lugar de entrada del tripomastigote (de Souza et al., 2010). 
o Células no fagocíticas  Endocitosis 
 Dependiente de lisosomas: las tirosina quinasas no participan en la internalización del 
parásito, que ocurre en un proceso en el que intervienen lisosomas y tirosina fosfatasas 
que median en la regulación de la activación de PI3k (de Souza et al., 2010). 
 Dependiente de actina: no ocurre la emisión de pseudópodos por parte de la célula 
hospedadora, pero existe participación de filamentos de actina (de Souza et al., 2010). 
 Independiente de lisosomas: mecanismo de entrada activo promovido por T. cruzi que 
conlleva un gran gasto de energía por parte de los tripomastigotes. En este proceso no 
hay participación de filamentos de actina y los tripomastigotes invaden la célula a través 
de invaginaciones en la membrana (de Souza et al., 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Mecanismos de 
invasión celular por T. 
cruzi. De izquierda a 
derecha: dependiente de 
lisosomas, dependiente de 
actina e independiente de 
lisosomas. Fuente: de 
Souza et al. (2010). 
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 En los momentos iniciales del reconocimiento entre la célula hospedadora y T. 
cruzi, ambos experimentan un incremento en los niveles de calcio intracelulares. En los 
fagocitos no profesionales, existe una acumulación de lisosomas en el lugar de entrada del 
parásito. Sin embargo, este fenómeno ocurre en aproximadamente el 20% de los parásitos, 
ya que éstos también pueden ser internalizados a través de una vía independiente de 
lisosomas, en la que T. cruzi penetra mediante invaginaciones en la membrana celular que 
acumulan fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). A los 10 min post-infección, en torno al 50% de 
los parásitos internalizados por esta segunda vía se acumulan en vacuolas enriquecidas con 
marcadores de membrana plasmática, y cerca del 20% lo hace en endosomas tempranos que 
tras 60 min maduran finalmente fusionándose con lisosomas (de Souza et al., 2010). 
 La formación del fagolisosoma resulta crucial en el proceso de invasión, 
contribuyendo en la retención y desarrollo del parásito en el interior de la célula 
hospedadora (de Souza et al., 2010). Diversos estudios han demostrado que una inhibición 
en la fusión con los lisosomas supone un escape del parásito al medio extracelular, 
señalando de esta manera su importancia en el establecimiento de una infección viable, así 
como la reversibilidad de ésta cuando el mecanismo de invasión celular se realiza 
independiente de lisosomas (Fernandes y Andrews, 2012). 
 Resulta importante mencionar que no sólo las formas tripomastigote, también los 
amastigotes de T. cruzi son capaces de invadir la célula hospedadora, contribuyendo a la 
propagación de la infección en los tejidos del hospedador vertebrado (Epting et al., 2010). 
Los amastigotes pueden ser liberados al medio extracelular con la ruptura prematura de la 
célula hospedadora, e invadir nuevas células mediante activación de vías de señalización en 
el parásito que conducen al aumento de AMPc y a la movilización de calcio desde los 
acidocalcisomas (Fernandes et al., 2006). Con relación a los epimastigotes, diversos estudios 
in vitro han mostrado su capacidad para invadir células fagocíticas (Barrias et al., 2010) y no 
fagocíticas (Florencio-Martínez et al., 2010), así como se ha demostrado la expresión y 
liberación de transialidasa una vez alcanzada la fase estacionaria (Chaves et al., 1993). 
1.4.1.4. Ruptura de la vacuola parasitófora 
Independientemente de cuál sea el mecanismo de entrada de T. cruzi en la célula 
hospedadora, tiene lugar la formación de una vacuola parasitófora cuya composición parece 
estar modulada por el propio parásito (de Souza et al., 2010). 
 En la vacuola parasitófora, las formas tripomastigote liberan transialidasas que 
retiran los restos de ácido siálico de la membrana de la vacuola, haciéndola susceptible a la 
acción de la Tc-Tox. Este péptido homólogo al factor C9 del complemento, secretado por el 
parásito y favorecido por el ambiente ácido que la vacuola adquiere en su fusión con los 
lisosomas, promueve la destrucción de la membrana de la vacuola (de Souza et al., 2010). Se 
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ha sugerido que la Tc-Tox también está presente en las formas amastigote, participando de 
manera similar en la ruptura de la vacuola parasitófora (Stecconi-Silva et al., 2003). 
 Aproximadamente 2 h después de que se produce la infección y aún dentro de la 
vacuola parasitófora, comienza la diferenciación de los tripomastigotes a amastigotes, 
ocurriendo de manera simultánea a la fragmentación de la vacuola (de Souza et al., 2010). 
1.4.1.5. Multiplicación de las formas amastigote, diferenciación a tripomastigotes y 
liberación al medio extracelular 
El proceso de diferenciación a amastigotes concluye en el citoplasma de la célula 
hospedadora, donde después de un periodo de quiescencia de 2035 h, los amastigotes 
comienzan a multiplicarse y tras experimentar nueve ciclos de división binaria, cuya 
duración (doubling time) varía con la cepa de T. cruzi, se transforman de nuevo en 
tripomastigotes (Andrade y Andrews, 2005; Alves et al., 2007). 
 La población de parásitos intracelulares no se diferencia de manera sincrónica, de 
modo que pueden coexistir diferentes formas en una misma célula, predominando unas u 
otras en función de la cepa, temperatura o tiempo de infección (Alves et al., 2007). 
 Con la ruptura de la célula hospedadora los tripomastigotes son finalmente 
liberados al medio extracelular, pudiendo reiniciar un nuevo ciclo intracelular así como 
encontrarse a disposición de ser ingeridos por el vector. 
1.4.2. Desarrollo del ciclo en el hospedador invertebrado 
En su recorrido hacia el estómago del vector, T. cruzi se enfrenta a la acción de varios 
componentes de la saliva y de enzimas digestivas, y a fuertes cambios de temperatura, 
osmolaridad y nutrientes. Durante las 14 semanas posteriores a la infección, la densidad de 
parásitos es mayor en el intestino delgado que en el recto. Por el contrario, tras este periodo 
los epimastigotes se multiplican más rápidamente en el recto, alcanzándose un número de 
parásitos de 2 a 50 veces superior. Este hecho no se debe a una acción directa de las 
enzimas digestivas sobre T. cruzi a nivel del intestino delgado, sino al anclaje del parásito en 
el recto junto con un mayor aporte de nutrientes en esta localización. De esta manera, los 
epimastigotes son la forma dominante en el intestino delgado, mientras que la práctica 
totalidad de los tripomastigotes se localizan en el recto (Kollien y Schaub, 2000). 
 En el intestino delgado los epimastigotes se sitúan entre el contenido intestinal y la 
membrana y no sufren modificaciones en el flagelo (Kollien y Schaub, 2000). Sin embargo, 
cuando alcanzan el recto se adhieren al revestimento cuticular experimentando un 
alargamiento del flagelo y expresando de manera específica ciertos polipéptidos junto a su 
membrana, exclusivos del proceso de adhesión (Bonaldo et al., 1988). 
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 Una vez anclados a la pared rectal tiene lugar la metaciclogénesis. Este proceso 
varía en función del estado nutricional del vector, cepa del parásito o especie de triatomino, 
y se ve influido por diversos factores como la temperatura, pH, osmolaridad, suero, 
componentes de la hemolinfa, extractos intestinales, estrés metabólico o AMPc (Kollien y 
Schaub, 2000). Se ha comprobado que la cruzipaína también interviene de forma activa en 
este proceso, aumentando la metaciclogénesis en aquellos parásitos con una sobreexpresión 
de esta enzima (Tomas et al., 1997).  
 Finalmente, los tripomastigotes metacíclicos son liberados a través de las heces del 
vector. La orina depositada contiene en muchas ocasiones formas infectantes que no se 
originan a nivel de los tubos de Malphigi, sino que se trata de formas adheridas a la pared 
del recto y arrastradas por la misma hacia al exterior (Kollien y Schaub, 2000). 
1.5. EPIDEMIOLOGÍA Y CONTROL 
1.5.1. Distribución geográfica 
1.5.1.1. Área endémica 
La distribución geográfica de la enfermedad de Chagas viene definida fundamentalmente por 
la distribución natural de triatominos a lo largo del Continente Americano, donde la 
transmisión vectorial ocurre entre las latitudes 40ºN y 45ºS, y por debajo de los 1.500 m de 
altitud (Stanaway y Roth, 2015). 
 En el área endémica la enfermedad se extiende principalmente entre la población 
más pobre y vulnerable. Los focos más importantes se encuentran en zonas rurales con 
condiciones de vida precarias que favorecen la instalación de los vectores en las viviendas. 
Sin embargo, el traslado de la población rural a los núcleos urbanos producido en los años 
70 y 80, llevó consigo la enfermedad de Chagas a las ciudades, donde adquirió el carácter 
de infección urbana transmitida mediante transfusiones de sangre (Dubner et al., 2008). 
De acuerdo con estimaciones recientes de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), en la actualidad existen aproximadamente 7 millones de personas infectadas por T. 
cruzi a nivel mundial, fundamentalmente en los 21 países de América Latina donde la 
enfermedad es endémica: Argentina, Belice, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, 
Ecuador, El Salvador, Guatemala, Guyana, Guyana Francesa, Honduras, México, Nicaragua, 
Panamá, Paraguay, Perú, Surinam, Uruguay y Venezuela (WHO, 2015). 
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Fig. 9. Distribución de los casos de enfermedad de Chagas reportados a la OMS a nivel mundial, 
2010–2013. Fuente: Investing to overcome the global impact of neglected tropical diseases. Third 
WHO Report on Neglected Tropical Diseases (WHO, 2015). 
 En las últimas décadas se han llevado a cabo campañas de control y eliminación que 
han reducido la incidencia y acotado los límites geográficos de la enfermedad en muchas 
regiones del área endémica (Stanaway y Roth, 2015). Los Ministerios de Salud de los 
diferentes países junto con la Organización Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS, han 
coordinado una serie de Iniciativas Subregionales de Prevención, Control y Atención de la 
Enfermedad de Chagas: Iniciativa del Cono Sur (INCOSUR) en 1991, Iniciativa Andina (IPA) en 
1997, la que comprende los países de América Central y México en 1998 y la Amazónica 
(AMCHA) en el 2004. Esta actuación ha supuesto una considerable disminución en el área e 
intensidad de la transmisión vectorial, además de una importante reducción en la 
transmisión por vía transfusional (Coura, 2013; Stanaway y Roth, 2015). 
 La educación sanitaria de la población para evitar la domesticación de los vectores, 
la realización de mejoras en las viviendas y su separación de gallineros y establos, el 
rociamiento de las mismas y sus anexos con insecticidas (por ejemplo, piretroides), así como 
el establecimiento de controles rigurosos en los bancos de sangre o la correcta manipulación 
de alimentos potencialmente transmisores de la infección, son algunas de las medidas 
llevadas a cabo por dichas Iniciativas (Coura, 2013; Stanaway y Roth, 2015).   
 A pesar de los avances realizados en el área endémica en lo relativo al control de la 
transmisión, la enfermedad de Chagas continúa siendo uno de los mayores problemas de 
Salud Pública en América Latina, donde provoca más de 7.000 muertes anuales y mantiene a 
más de 25 millones de personas en riesgo de contraer la infección (WHO, 2015). 
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1.5.1.2. Área no endémica 
Tradicionalmente se ha pensado que la enfermedad de Chagas era una parasitosis exclusiva 
de las zonas rurales pobres de Centro y Sudamérica, razón por la que la enfermedad recibe 
el nombre de tripanosomiasis americana (WHO, 2015). No obstante, el carácter emergente 
que ha adquirido en áreas no endémicas debido a los intensos movimientos migratorios, 
junto con la existencia de rutas de transmisión alternativas a la vectorial, como la vía 
transfusional, el transplante de órganos o la vía congénita, ha contribuido a su distribución a 
nivel mundial (Schmunis y Yadon, 2010). Estados Unidos es el principal destino en estos 
desplazamientos, con aproximadamente 20,5 millones de personas procedentes de América 
Latina viviendo en el país. En torno a 3,5 millones residen actualmente en Europa, donde la 
distribución varía de unos países a otros, siendo España el principal receptor de población 
procedente del área endémica (Strasen et al., 2014; Pinazo y Gascón, 2015). 
 En el año 2007, tras el fallecimiento de varios receptores de sangre y/u órganos en 
Europa, fueron detectados numerosos casos de enfermedad de Chagas entre la población 
procedente de los países endémicos. Estos hallazgos llevaron a la OMS a iniciar estrategias 
dirigidas a evaluar la prevalencia de la enfermedad y posible transmisión de T. cruzi en 
países no endémicos sin transmisión vectorial reportada como Australia, Canadá, Estados 
Unidos, Japón y varios países europeos, entre los que se encuentra España (WHO, 2015). Se 
estima que en Europa hay entre 68.000 y 123.000 personas infectadas por T. cruzi, la 
mayoría de ellas en España; mientras que en Estados Unidos esta cifra asciende a alrededor 
de las 300.000 (Pinazo y Gascón, 2015). Actualmente se trabaja en un sistema de vigilancia 
y control de la enfermedad a nivel mundial, centrado principalmente en su transmisión por 
vía transfusional y trasplante de órganos, así como a través de la vía congénita (WHO, 2015). 
 Por otra parte, el hallazgo de triatominos en diversos países fuera del área 
endémica ha supuesto una alarma en cuanto a su potencial papel vectorial (WHO, 2015), 
habiéndose identificado varias especies en zonas de África, Sudeste Asiático, India, Vietnam 
y el norte de Australia (Pérez et al., 2015). Asimismo, se debe contemplar la posibilidad de 
transmisión a través de otros insectos hematófagos diferentes a los triatominos (Pérez et al., 
2015). En este contexto, un estudio reciente muestra evidencias experimentales de que 
Cimex lectularius, la chinche de las camas, podría comportarse como un vector competente 
en la transmisión de T. cruzi (Salazar et al., 2015). 
1.5.2. Transmisión 
1.5.2.1. Transmisión vectorial 
La transmisión vectorial de T. cruzi, que tiene lugar mediante contacto de las heces 
infectadas del triatomino con la sangre y mucosas del hospedador vertebrado, representa 
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aproximadamente el 80% de los casos (Dubner et al., 2008), y supone la principal vía de 
transmisión de la enfermedad de Chagas en el Hemisferio Occidental (Schmunis, 2007). 
 Los programas de control vectorial han conseguido interrumpir diversos ciclos de 
transmisión domiciliar y peridomiciliar mediante el uso de insecticidas: Uruguay en 1997, 
Chile en 1999 y Brasil en 2006 se declararon libres de transmisión por T. infestans 
(Stanaway y Roth, 2015). Por su parte, Guatemala lo ha certificado con R. prolixus, principal 
vector domiciliar en América Central (Pinazo y Gascón, 2015). Sin embargo, la acción de los 
insecticidas parece no ser permanente y la recolonización por triatominos es uno de los 
principales retos en el área endémica, lo que obliga a mantener activos los programas de 
control de vectores (Pinazo y Gascón, 2015). 
 Tan sólo unos pocos casos autóctonos se han reportado en Estados Unidos, donde 
se ha detectado una elevada tasa de infección en triatominos (T. sanguisuga, T. gerstaeckeri, 
T. proctata o T. rubida) en varias regiones al sur del país. Sin embargo, su defecación se 
retrasa hasta 1020 min después de alimentarse y ocurre en una localización alejada del 
lugar de la ingesta de sangre. Este hecho, junto con las condiciones de las viviendas y los 
hábitos higiénicos y alimentarios de la población, explican el reducido número de casos 
ocurridos por transmisión vectorial en este país (Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012). 
1.5.2.2. Transmisión no-vectorial 
o Transmisión transfusional 
La vía transfusional se considera la segunda ruta de transmisión de enfermedad de Chagas. 
Puesto que el parásito se encuentra en la sangre de los individuos infectados sin tratar y, 
décadas después de la infección, es detectable en la de aquellos para los que el tratamiento 
no ha sido eficaz, T. cruzi puede transmitirse a individuos sanos mediante transfusión 
sanguínea (Schmunis, 2007). El riesgo de transmisión por esta vía depende de varios 
factores, como el tipo de componente sanguíneo transfundido, la parasitemia del donante, el 
estado inmunológico del receptor o la cepa de T. cruzi (Strasen et al., 2014). 
 Durante los últimos años, la mayoría de países de América Latina han establecido 
políticas para prevenir la transmisión transfusional (Schmunis, 2007), habiendo disminuido 
considerablemente el riesgo de infección por esta vía en el área endémica (WHO, 2015). 
 Fuera del área endémica la transfusión de sangre infectada debe ser considerada 
como la principal vía de potencial transmisión de la enfermedad (Schmunis, 2007; Strasen et 
al., 2014). En España, el Real Decreto 1088/2005 sobre hemodonación regula el control de 
la transmisión sanguínea de T. cruzi en donantes procedentes del área endémica. Dicho RD 
incluye tanto a los donantes que han nacido o cuyas madres han nacido en el área endémica, 
como a las personas transfundidas en países endémicos. Por el contrario, no considera a los 
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nacidos en España que han residido en zonas endémicas, siendo éstos últimos incluidos por 
algunos centros en sus protocolos de cribado. De acuerdo con el RD 1088/2005, la mayoría 
de los centros de transfusión de España realizan un cribado selectivo mediante detección de 
anticuerpos frente a T. cruzi en la sangre de los donantes de riesgo, excluyendo de forma 
automática y definitiva aquellos con enfermedad de Chagas (Portús Vinyeta, 2010). 
o Transmisión por vía congénita 
De acuerdo con el CBDC (Consenso Brasileiro em Doença de Chagas), se considera como 
caso congénito de enfermedad de Chagas a todo niño nacido de madre infectada con 
confirmación del parásito en la sangre del recién nacido y/o la detección de anticuerpos no 
maternos después de los 67 meses de edad, habiéndose excluido previamente otras vías de 
transmisión (Dias et al., 2011). 
 En una revisión realizada por Carlier et al. (2015), se definen cuatro factores que 
influyen sobre la transmisión y/o desarrollo de la enfermedad de Chagas congénita: 
 El parásito: la virulencia y la parasitemia en la mujer embarazada se encuentran 
involucradas en la transmisión madre-hijo e influyen en el desarrollo de enfermedad en  el 
feto/neonato. Sin embargo aún no se ha establecido una clara correlación entre los DTU, 
siendo TcV uno de los más diagnosticados en los casos de infección congénita. 
 Parasitemia e inmunidad de la madre: la parasitemia aumenta durante el 2º y 3º trimestre 
de embarazo. Además, una respuesta inmune deficiente por parte de la madre, bien sea 
una baja liberación de TNFα en la inmunidad innata o una disminución en los niveles de 
IFNγ en la respuesta Th1, contribuye a incrementar los niveles de parasitemia. 
 La placenta: en los casos más leves, los trofoblastos actúan como barrera para T. cruzi, 
de modo que la infección al feto ocurre por rutas hematógenas alternativas. En los casos 
más severos, T. cruzi invade los trofoblastos, se sobrepasan las defensas innatas de la 
placenta y se rompe la barrera trofoblástica, conduciendo a una mayor infección del feto 
con aborto y muerte neonatal. 
 Parasitemia e inmunidad en el feto/neonato: en el momento del nacimiento, los casos 
asintomáticos generalmente presentan parasitemias inferiores a 100 parásitos/mL, 
mientras que en los sintomáticos ascienden a 1001.000 parásitos/mL, pudiendo 
alcanzar niveles de hasta 125.000 parásitos/mL en los casos letales. A pesar de que los 
fetos/neonatos tienen un sistema inmune inmaduro, existe respuesta innata y adaptativa 
en los mismos, pero éstas son deficientes o se inician demasiado tarde en los neonatos 
infectados, resultando imposible controlar la multiplicación de los parásitos. 
 Se estima que en el área endémica hay al menos 2 millones de mujeres en edad 
fértil infectadas de manera crónica con T. cruzi. A pesar de que existen variaciones de 
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acuerdo con la región, la transmisión por vía congénita ocurre en aproximadamente el 5% de 
los niños nacidos de madres con enfermedad de Chagas crónica (Carlier et al., 2015).  
 Varias regiones de Europa han adoptado medidas oficiales para el control de 
mujeres embarazadas en riesgo por infección con T. cruzi, y de recién nacidos de madres 
seropositivas (Pinazo y Gascón, 2015). 
o Transmisión por vía oral 
La vía oral representa la principal ruta de contaminación de vectores y animales, así como  
de transmisión de la enfermedad aguda en la cuenca del Amazonas. En Brasil, entre los años 
19652009 y en áreas fuera de la Amazonia con control vectorial establecido, se estima que 
ocurrieron 78 brotes de la enfermedad provocando 112 casos agudos. Contrastando con 
estas cifras, durante 20002010 se notificaron más de 1.000 casos agudos a partir de 138 
brotes principalmente en la Cuenca Amazónica, de los que 776 (71%) se atribuyeron a la 
ingesta de comida o bebida contaminada (Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012). 
 La infección por vía oral puede ocurrir mediante alimentos y bebidas contaminados 
con triatominos infectados y/o con sus heces, o con secreciones infectadas procedentes de 
las glándulas anales de marsupiales (Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012; Pinazo y Gascón, 
2015). En Brasil se han registrado brotes provocados por el jugo de la caña de azúcar, agua 
o frutas autóctonas como el açaí (Euterpe oleracea) o la bacaba (Oenocarpus bacaba), y en 
Colombia y Venezuela otros relacionados con zumos de guayaba, naranja o mandarina 
(Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012). 
o Transmisión mediante trasplante de órganos 
El trasplante de órganos se ha convertido en una de las potenciales rutas de transmisión a 
considerar, especialmente importante por la inmunosupresión que conlleva esta práctica 
clínica en los individuos receptores (Pinazo y Gascón, 2015). 
o Transmisión a través de accidentes de laboratorio o quirúrgicos 
Puede ocurrir por una manipulación incorrecta de triatominos, animales de experimentación 
infectados o cultivos, así como de sangre de pacientes en fase aguda (Dias et al., 2011) 
1.5.2.3. Vías de transmisión excepcionales o hipotéticas 
o Transmisión durante la lactancia 
Los estudios realizados acerca de la posible transmisión de T. cruzi en humanos a través de 
la lactancia son escasos y no concluyentes. Debido a su humedad y elevado contenido en 
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nutrientes, la leche resulta a priori un medio adecuado para la transmisión del parásito, 
contribuyendo además a este hecho la temperatura corporal en el caso de la leche humana. 
Sin embargo, aparte de algunos casos puntuales y en su mayoría atribuidos a una 
contaminación con sangre infectada procedente de grietas en las mamas, no se ha detectado 
T. cruzi en la leche materna y por tanto, su transmisión a través de esta vía no ha sido 
demostrada, siendo además poco probable (Norman y López-Vélez, 2013). 
 No obstante, la discontinuación temporal de la lactancia y el tratamiento térmico de 
la leche materna, son algunas de las recomendaciones ofrecidas a las madres con infección 
aguda o presencia de fisuras en las mamas, aconsejándose además su exclusión como 
donantes en los bancos de leche (Norman y López-Vélez, 2013). 
o Transmisión sexual 
Es una posibilidad extremadamente remota que se ha conseguido experimentalmente en 
animales de laboratorio por infección vía vaginal con semen infectado. La transmisión sexual 
no se ha demostrado en el hombre. Sin embargo, se sugirió la posibilidad de contaminación 
en varones susceptibles mediante coito con mujeres infectadas en los días de menstruación, 
posibilidad que aumentaría en los casos con parasitemia elevada (fase aguda o individuos 
inmunosuprimidos), debiéndose recomendar la abstinencia sexual (Dias et al., 2011). 
1.6. FASES, MANIFESTACIONES CLÍNICAS Y PATOGÉNESIS 
La enfermedad de Chagas presenta un periodo de incubación de aproximadamente 12 
semanas en los casos de transmisión vectorial, variando éste entre 322 días cuando la 
infección se produce por vía oral. Su duración puede ser superior a un mes en aquellos casos 
en los que la infección ocurre a través de tripomastigotes sanguíneos (transmisión 
transfusional, 30112 días), debido a su menor capacidad de invasión en comparación con 
las formas metacíclicas (Dubner et al., 2008; Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012). 
  Durante el transcurso de la enfermedad se suceden tres fases claramente 
diferenciadas en cuanto a duración y sintomatología, las cuales se describen a continuación. 
1.6.1. Fase aguda 
La mayoría de los casos de infección aguda por T. cruzi están ligados a su transmisión 
vectorial y ocurren durante la infancia (Teixeira et al., 2006a). Presenta una duración de 4 a 
8 semanas y se caracteriza por una parasitemia detectable en sangre periférica (Dubner et 
al., 2008; Pereira y Navarro, 2013). 
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  En la mayoría de los casos, la fase aguda pasa desapercibida debido a su 
sintomatología inespecífica. Algunas de las manifestaciones clínicas incluyen fiebre, 
sudoración, dolor muscular, inflamación de los nódulos linfáticos, alteraciones cardíacas, 
signos de meningitis, hepatoesplenomegalia y edema subcutáneo general o localizado en el 
rostro y en las extremidades inferiores. Estas manifestaciones se resuelven de forma 
espontánea en un 90% de los pacientes (Dubner et al., 2008; Rassi et al., 2010). 
 En el lugar de entrada del parásito, habitualmente se genera una induración en la 
piel conocida como “chagoma” de inoculación (“signo de Romaña” cuando ocurre a nivel de 
la mucosa ocular). La ausencia de este signo en individuos inmunocomprometidos dificulta 
más si cabe el diagnóstico en estos pacientes (Teixeira et al., 2006a). La infección por vía 
oral no muestra signos externos de entrada de T. cruzi, siendo en ocasiones reflejada por la 
aparición de hemorragias en la mucosa digestiva (Shikanai-Yasuda y Carvalho, 2012). 
 Durante la fase aguda, el porcentaje de mortalidad es inferior al 10% y en su 
mayoría se encuentra asociada a fallo cardíaco y/o meningoencefalitis (Teixeira et al., 
2006a; Dubner et al., 2008; Rassi et al., 2010; Steverding, 2014). 
 
Fig. 10. Progresión de la enfermedad de Chagas. Fuente: adaptación del esquema propuesto en 
Chatelain (2015). 
 Ante la elevada carga parasitaria en la fase aguda, el sistema inmune genera una 
repuesta Th1 en la que intervienen células CD8 y CD4, y ocurre una intensa producción de 
INFγ (Fig. 10). Junto con el TNFα, activa la síntesis de óxido nítrico (NO) en los macrófagos e 
inhibe la replicación de T. cruzi, disminuyendo considerablemente la parasitemia y en 
Introducción 
 
 
- 45 - 
 
consecuencia, controlando la infección (Gutiérrez et al., 2009; Chatelain, 2015). Sin embargo 
este hecho no frena la progresión de la enfermedad, de modo que el paciente entra en fase 
crónica manifestando o no (fase indeterminada) la sintomatología específica de la misma 
(Chatelain, 2015). 
1.6.2. Fase indeterminada 
Unas 810 semanas después de la infección inicial sobreviene la fase indeterminada, 
caracterizada por una serología positiva, ausencia de síntomas y signos de la enfermedad, 
ausencia de alteraciones cardíacas y tamaño regular del corazón, esófago y colón (Teixeira et 
al., 2006a; Dubner et al., 2008). 
 De acuerdo con estos criterios, se estima que aproximadamente dos tercios de los 
individuos infectados permanecen en la fase indeterminada (latente) de la enfermedad 
durante 1030 años o incluso de por vida, siendo en su mayoría pacientes de edad 
comprendida entre los 20 y los 50 años. Por el contrario, el 30% restante evoluciona hacia la 
enfermedad crónica sintomática (Dubner et al., 2008; Rassi et al., 2010; Chatelain, 2015). 
1.6.3. Fase crónica 
La fase crónica de la enfermedad puede llegar a aparecer hasta 1030 años después de que 
el primer contacto con el parásito haya tenido lugar, y en ella los pacientes presentan 
afectación a nivel digestivo (esófago y colon), cardíaco o ambos (Chatelain, 2015). La 
manifestación de las distintas patologías depende en gran medida del DTU (ver Tabla 2) al 
que pertenezca la cepa de T. cruzi (Zingales et al., 2012). 
 En el estudio de la patogénesis de la enfermedad de Chagas, surgen principalmente 
dos hipótesis basadas en la persistencia o no del parásito en la fase crónica: 
 Hipótesis de la autoinmunidad: argumenta que los daños tienen lugar en tejidos con 
ausencia aparente de parásitos. Tal observación ha permitido sugerir que las respuestas 
inflamatorias que ocurren en los tejidos afectados no están directamente inducidas por T. 
cruzi sino por antígenos propios, mimetismo molecular o reacciones cruzadas (Tarleton, 
2001; Gutiérrez et al., 2009). 
 Hipótesis de la persistencia del parásito: defiende que la severidad de la enfermedad está 
directamente relacionada con la presencia y cantidad de parásitos en el tejido afectado. 
Esta hipótesis se basa en evidencias que muestran la detección de antígenos de T. cruzi 
mediante técnicas de inmunohistoquímica y de material genético por PCR, así como en la 
repercusión que los tratamientos que actúan sobre la carga parasitaria tienen sobre la 
severidad de la misma (Tarleton, 2001; Gutiérrez et al., 2009). 
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 A día de hoy ambas teorías siguen siendo objeto de debate, existiendo una mayor 
tendencia hacia la defensa de la persistencia de T. cruzi como responsable de la patología de 
la fase crónica, bien por una acción directa del parásito sobre el tejido, bien indirectamente 
desencadenando procesos inflamatorios o mecanismos autoinmunes (Rassi et al., 2010; 
Nagajyothi et al., 2012; Ribeiro et al., 2012). De cualquier modo, durante la fase crónica se 
producen daños a nivel del sistema nervioso periférico simpático y parasimpático, inducidos 
a su vez por procesos inmunes y/o inflamatorios desencadenados por T. cruzi, responsables 
de la fisiopatología cardíaca y digestiva, dando lugar a las diferentes formas en que se 
manifiesta la enfermedad (Teixeira et al., 2006b; Dubner et al., 2008). 
1.6.3.1. Forma digestiva 
Los problemas digestivos aparecen en un tercio de los afectados crónicos y generalmente 
derivan en una dilatación del tracto gastrointestinal originando “megasíndromes” (Pereira y 
Navarro, 2013). Éstos son frecuentes en el área endémica, en países al sur de la Cuenca 
Amazónica como Argentina, Brasil, Chile y Bolivia (Teixeira et al., 2006a; Rassi et al., 2010). 
 El megaesófago se puede manifestar desde los 2 años de edad, aunque la mayoría 
de los casos aparecen en edades comprendidas entre los 2040 años (Teixeira et al., 2006a). 
Esta alteración provoca episodios de disfagia, odinofagia, acidez, hipo, salivación excesiva, 
dolor en el pecho y regurgitación. En los casos más severos se asocia con cuadros de 
caquexia, como consecuencia de la dificultad que muestran los pacientes para comer 
(Teixeira et al., 2006b; Rassi et al., 2010; Pereira y Navarro, 2013).  
 En el curso de la enfermedad, el megacolon aparece considerablemente después en 
comparación con el megaesófago, provocando estreñimiento crónico, dolor abdominal y 
obstrucción intestinal (Teixeira et al., 2006a; Pereira y Navarro, 2013). El uso frecuente de 
laxantes para paliar dicha sintomatología puede originar ulceraciones en la mucosa, 
septicemia, ruptura de la pared intestinal y peritonitis (Teixeira et al., 2006a). 
 Estas alteraciones ocurren como consecuencia de lesiones inflamatorias en los 
ganglios parasimpáticos situados entre las capas de músculo liso (plexo mientérico o de 
Auerbach) y en la submucosa (plexo de Meissner) de las vísceras huecas, que llevan a 
ganglionitis y desconexiones neuronales. El parásito persiste en estos tejidos, sin existir 
evidencias claras de que en ellos invada neuronas parasimpáticas o libere neurotoxinas. De 
hecho, se ha propuesto que la destrucción neuronal no ocurre por la muerte de la célula 
como consecuencia de su colonización, sino por adherencia de células mononucleares del 
sistema inmune a las neuronas y su posterior lisis (minimal rejection units) (Teixeira et al., 
2006a,b). 
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1.6.3.2. Forma cardíaca 
La cardiomiopatía es la manifestación más severa de la enfermedad de Chagas y junto con el 
fallo cardíaco asociado, han hecho de ella la enfermedad endémica de origen infeccioso más 
letal en el Hemisferio Occidental (Cubillos-Garzón et al., 2004; Teixeira et al., 2006a). 
 La patología cardíaca afecta por igual a individuos de ambos sexos, de unos 3045 
años de edad (Teixeira et al., 2006a). Generalmente, la forma cardíaca provoca en los 
pacientes crónicos alteraciones en la conducción, bradicardia y taquicardia, fallo cardíaco y 
muerte súbita (Rassi et al., 2010). Un signo característico consiste en la formación de un 
aneurisma apical en el ventrículo izquierdo. Asimismo, es común la presencia de trombos a 
nivel del ventrículo izquierdo y la aurícula derecha, y su frecuente asociación con accidentes 
vasculares en pulmón, cerebro, hígado y riñón (Teixeira et al., 2006a; Rassi et al., 2010). 
 La insuficiencia cardíaca congestiva compromete a las cámaras de ambos lados del 
corazón, afectando a la circulación sanguínea por completo. El corazón aumenta su tamaño 
ocupando la base de la cavidad torácica y proyectándose hacia la pared de la misma, 
pudiendo superar los 500 g en pacientes fallecidos por insuficiencia cardíaca congestiva y 
alcanzar los 400 g en aquellos que sufren muerte súbita (Teixeira et al., 2006a). 
 La muerte súbita es la principal causa de defunción en estos pacientes y supone 
aproximadamente dos tercios de las mismas, pudiendo ocurrir incluso en pacientes a priori 
asintomáticos; seguida del fallo cardíaco refractario (2530%) y los tromboembolismos 
(1015%). La ocurrencia de una u otra varía según el estadio en que se encuentre la 
enfermedad cardíaca, predominando la muerte súbita en las primeras etapas y el fallo 
cardíaco en las avanzadas (Rassi et al., 2010). Tras la detección de signos de fallo cardíaco, 
la cardiomiopatía progresa rápidamente resultando mortal en un periodo máximo de 5 años. 
Un hallazgo común en estas defunciones es el infarto cerebral como consecuencia de 
trombos liberados a partir del ventrículo izquierdo (Teixeira et al., 2006a). 
 La cardiomiopatía chagásica surge como resultado de un proceso inflamatorio 
exacerbado en el que se observan numerosos infiltrados de células mononucleares del 
sistema inmune a nivel del miocardio. La confluencia de numerosas minimal rejection units 
produce miocarditis y cambios importantes en la estructura cardíaca, debido a la intensa 
destrucción de cardiomiocitos y su reemplazamiento por tejido fibroso (Teixeira et al., 
2006a). La producción de estos infiltrados se ve favorecida por el tropismo del parásito hacia 
células cardíacas y su persistencia en el tejido, siendo también capaz de originar daños a 
nivel del miocardio per se (Gutiérrez et al., 2009). También se han definido mecanismos de 
disautonomia producidos por una denervación de los sistemas simpático y parasimpático, 
alteraciones microvasculares ligadas a procesos de isquemia y la aparición de reacciones 
cruzadas entre autoantígenos (miosina) y antígenos de T. cruzi, contribuyendo todos estos 
procesos a la exacerbación del daño cardíaco (Marin-Neto et al., 2007). 
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1.6.3.3. Forma cardíaco-digestiva 
La asociación de la enfermedad cardíaca con el megaesófago, megacolon o ambos, define la 
forma cardíaco-digestiva de la enfermedad. En la mayor parte de los países, el desarrollo de 
megaesófago normalmente precede a posteriores alteraciones cardíacas o del colon. Sin 
embargo, la prevalencia de esta forma no se conoce con exactitud (Rassi et al., 2010). 
1.6.4. Reactivación 
La reactivación de la enfermedad consiste en una recurrencia de los síntomas agudos que 
tiene lugar cuando la respuesta inmune de un individuo crónico es interrumpida o suprimida 
por una terapia con fármacos inmunosupresores, coinfecciones con VIH o poliparasitismo, 
entre otras. Como resultado, el paciente presenta una menor capacidad para controlar la 
infección por T. cruzi que conlleva un aumento en la parasitemia y en la multiplicación 
intracelular (Rassi et al., 2010; Pérez et al., 2015). La reactivación de la infección en 
individuos inmunosuprimidos es una evidencia de que el parásito se encuentra presente en 
el hospedador durante todo el proceso evolutivo de la enfermedad (Cançado, 1999), hecho 
que apoya la causa parasitaria en contra de la autoinmune. 
 Los pacientes que se encuentran en fase indeterminada son los que se muestran 
más susceptibles de sufrir un proceso de reactivación, debido a que la ausencia de síntomas 
dificulta la monitorización de la enfermedad. Asimismo, aquellos que manifiestan  la forma 
crónica cardíaca corren el riesgo de reactivación como consecuencia del tratamiento, 
infecciones concomitantes o trasplante de órganos (Pérez et al., 2015). 
 Fiebre, miocarditis, paniculitis y lesiones en la piel, son algunos de los síntomas 
comunes en las reactivaciones ligadas al trasplante de órganos; mientras que en pacientes 
con VIH son frecuentes la meningoencefalitis y las alteraciones en el sistema nervioso central 
(Rassi et al., 2010). En el primer caso, los síntomas han de diferenciarse de los relacionados 
con el rechazo al órgano trasplantado, a fin de realizar un diagnóstico temprano e iniciar el 
tratamiento. Igualmente, las manifestaciones neurológicas que presentan los individuos con 
VIH y su similitud con las lesiones cerebrales ocasionadas en la toxoplasmosis, dificultan su 
diagnóstico y la pronta administración de tratamiento (Rassi et al., 2010; Pérez et al., 2015). 
1.7. DIAGNÓSTICO 
Las pruebas de laboratorio que se emplean en el diagnóstico de la enfermedad de Chagas 
varían según la fase de la infección. Para el diagnostico de la fase aguda se recurre a los 
métodos parasitológicos directos, mientras que en las fases indeterminada y crónica, éste se 
basa fundamentalmente en la realización de pruebas serológicas y en técnicas de imagen. 
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1.7.1. Diagnóstico parasitológico 
Debido a que durante la fase aguda la parasitemia es elevada, el diagnóstico se lleva a cabo 
mediante examen microscópico directo de una muestra de sangre fresca con anticoagulante 
y tinción de frotis. Ante la sospecha de infección aguda y obtención de resultados negativos 
en el examen directo, se recomienda la realización de técnicas de concentración como 
hematocrito o Strout (Gomes et al., 2009). 
 Finalizada la fase aguda, la enfermedad presenta una parasitemia subpatente y 
resulta imposible la identificación de T. cruzi mediante examen microscópico. A pesar de 
que el hemocultivo, la inoculación en ratones o el xenodiagnóstico pueden resultar útiles 
durante la fase crónica, estas pruebas parasitológicas indirectas muestran baja sensibilidad 
en el diagnóstico de la enfermedad avanzada (Cançado, 1999). Tales limitaciones dificultan 
su aplicación como método a utilizar de forma exclusiva en el seguimiento de los 
tratamientos, ya que mientras que la presencia de T. cruzi confirma el fracaso terapéutico, 
un resultado negativo no garantiza la cura parasitológica (WHO, 2012). 
 Con respecto a la enfermedad congénita, el microhematocrito es el método 
diagnóstico de elección debido a su sensibilidad y a la pequeña cantidad de sangre que 
requiere. Se recomienda el examen microscópico de sangre periférica o procedente del 
cordón umbilical durante el primer mes de vida (Rassi et al., 2010). 
1.7.2. Diagnóstico serológico 
La detección de anticuerpos específicos frente a T. cruzi es de gran utilidad en el diagnóstico 
de la infección, sobre todo en su estado avanzado. La cura parasitológica de los enfermos 
sometidos a tratamiento se atribuye a una desaparición de anticuerpos (seroconversión) 
confirmada mediante pruebas serológicas (WHO, 2012). 
 Durante la fase aguda, la presencia de anticuerpos anti-T. cruzi pertenecientes a la 
clase IgM es indicativa de infección activa. En la fase crónica, el diagnóstico serológico recae 
en la detección de IgG mediante hemaglutinación indirecta (HAI), inmunofluorescencia 
indirecta (IFI), ELISA y el test de fijación del complemento (Cançado, 1999; CBDC, 2005; 
Dubner et al., 2008). Se deben realizar al menos dos test serológicos distintos para la 
confirmación del diagnóstico, acudiéndose a pruebas de diagnóstico molecular en el caso de 
que los resultados no sean concluyentes (Gomes et al., 2009). 
 Generalmente, los test serológicos presentan elevada sensibilidad y especificidad 
(WHO, 2012). No obstante, en ocasiones pueden producirse reacciones cruzadas con otros 
parásitos como Leishmania spp. o T. rangeli (Gomes et al., 1999). Asimismo, los marcadores 
serológicos del paciente pueden demorar varios años en desaparecer, de modo que una 
serología positiva no necesariamente significa una infección activa (WHO, 2012). Por tanto, 
Introducción 
 
 
- 50 - 
 
estos test no resultan definitivos para evaluar la eficacia del tratamiento, debiéndose utilizar 
en combinación con pruebas parasitológicas y con el test de lisis mediada por el 
complemento (CoML) en el seguimiento de las terapias (Gomes et al., 1999, 2009). 
Tabla 3. Pruebas a realizar en la monitorización de los pacientes en tratamiento (Gomes et al., 2009). 
Test serológicos 
a
 Pruebas parasitológicas CoML Paciente tratado 
Resultado  Resultado  Resultado  Curado 
Resultado  Resultado  Resultado  Disociado (curado) 
Resultado  Resultado  Resultado  No curado 
a
 Resultados obtenidos en al menos dos test convencionales.  
 En los casos congénitos en que el diagnóstico parasitológico es negativo o no se ha 
realizado, se recurre a la serología para detectar IgG en el niño después de los 69 meses de 
edad, una vez han desaparecido los anticuerpos procedentes de la madre (WHO, 2012). 
1.7.3. Diagnóstico molecular 
En las últimas décadas se ha recurrido a la biología molecular con el propósito de desarrollar 
pruebas parasitológicas más sensibles. La PCR debe llevarse a cabo en centros colaboradores 
empleando la misma metodología, con protocolos definidos y procedimientos operacionales 
estandarizados (CBDC, 2005). Concretamente, se ha venido trabajando en la estandarización 
de técnicas de PCR para la detección del parásito en muestras de sangre y su aplicación en el 
diagnóstico de la enfermedad y monitorización del tratamiento (Britto et al., 1995; Solari et 
al., 2001; Piron et al., 2007; Murcia et al., 2010; Schijman et al., 2011; Ramírez et al., 2015). 
 La mayor sensibilidad que muestra la PCR en comparación con los métodos 
parasitológicos tradicionales, respalda la gran utilidad de esta herramienta como método 
auxiliar en la monitorización de las terapias. La PCR permite identificar casos de fallo 
terapéutico cuando la detección de ADN de T. cruzi es positiva. Por el contrario, resultados 
de PCR negativos no necesariamente indican cura parasitológica, debiéndose complementar 
con la realización de pruebas serológicas (Gomes et al., 2009). 
1.7.4. Exámenes diagnósticos específicos 
Una vez confirmado el diagnóstico, el paciente debe ser explorado con el fin de identificar la 
forma clínica de la enfermedad. Los pacientes asintomáticos con un electrocardiograma 
(ECG) normal y sin afectación cardíaca o digestiva presentan un pronóstico favorable, 
debiendo acudir a revisión cada 12 ó 24 meses. De una manera estricta, esta forma de la 
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enfermedad debe definirse a partir de hallazgos normales obtenidos en pruebas radiológicas 
de tórax, esófago y colon. Sin embargo, en la práctica clínica no se suelen realizar estos 
exámenes a los pacientes asintomáticos (Rassi et al., 2010). 
 El ECG es el método de elección para el diagnóstico de la cardiopatía chagásica, por 
ser una prueba sencilla, de bajo coste y gran sensibilidad (Dubner et al., 2008). El factor 
pronóstico más importante de la cardiopatía chagásica crónica es la disfunción sistólica 
global del ventrículo izquierdo (CBDC, 2005). Aquellos pacientes que presentan cambios en 
el ECG reflejo de la enfermedad cardíaca deben ser monitorizados para la detección de 
arritmias, así como someterse a radiografía de tórax y ecocardiografía para determinar el 
tamaño y función del corazón (Rassi et al., 2010). 
 En el diagnóstico de la forma digestiva, las pruebas radiológicas de contraste 
ofrecen información sobre un posible caso de megaesófago o megacolon (Rassi et al., 2010). 
1.8. TRATAMIENTO ETIOLÓGICO 
Desde su descubrimiento en 1909, se han llevado a cabo numerosos esfuerzos orientados a 
la búsqueda de tratamiento para la enfermedad de Chagas. Los primeros intentos fueron 
realizados por Mayer y Rocha Lima, quienes en 1912 ensayan compuestos como el atoxyl 
(arsenical), la fucsina (colorante de la rosanilina), el tártaro emético (antimonial pentavalente) 
y en 1914 el cloruro de mercurio, todos sin resultados favorables (Coura y de Castro, 2002). 
 Desde 1912 hasta 1962, se ensayan in vitro e in vivo 27 compuestos y más de 30 
antibióticos, todos ellos inactivos frente a T. cruzi (Coura y de Castro, 2002). También se 
identifican algunos compuestos con actividad frente a la infección experimental, como la 
bisquinaldina Bayer 7602, fenantridinas, aminoquinolinas, arsenicales trivalentes (Bayer 
9736) y nitrofuranos. Sin embargo, la clasificación de varios de estos compuestos a priori 
como “buenos” o “excelentes” para el tratamiento de los casos humanos, fue posteriormente 
criticada en base a resultados contradictorios o al uso de una metodología inadecuada para 
verificar las curas parasitológicas (Coura y de Castro, 2002; Coura, 2009). 
 Ya en la segunda mitad del s. XX, destacan los ensayos realizados con nitrofurazona 
(5-nitro-2-furaldehído semicarbazona). En base a las curas parasitológicas obtenidas con su 
administración oral a ratones infectados con T. cruzi, en la década de los 60 se tratan por 
primera vez diez casos de enfermedad de Chagas aguda con este derivado de nitrofurano, 
registrándose pocos efectos colaterales pero con un xenodiagnóstico positivo en cinco de 
los pacientes. Al mismo tiempo, algunos enfermos crónicos se someten a tratamientos más 
largos, con dosis de 1030 mg/kg/día: el tratamiento se suspendió en varios individuos por 
la aparición de reacciones adversas en la tercera semana de administración, muy pocos 
fueron considerados curados de acuerdo con los resultados obtenidos en el xenodiagnóstico 
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y la serología, y otros tantos casos fueron catalogados de fallo terapéutico (Coura y de 
Castro, 2002). 
 Cabe mencionar que en 1953 se descubre la actividad tripanocida del violeta de 
genciana y desde entonces ha sido ampliamente utilizado en las zonas endémicas, no como 
tratamiento etiológico de la enfermedad, sino en los centros de hemoterapia para eliminar el 
parásito de la sangre empleada en las transfusiones (Steverding, 2014). Este colorante no 
presenta efectos adversos, pero confiere un tono azulado a la sangre que hace que no sea 
bien aceptado por la población (Coura y de Castro, 2002). 
 Desde hace más de 40 años, únicamente se han introducido dos fármacos para el 
tratamiento específico de la enfermedad: nifurtimox (NX) y benznidazol (BZ). Así, uno de los 
principales problemas de la enfermedad de Chagas es la ausencia de un tratamiento 
completamente eficaz, ya que ambos presentan una serie de limitaciones en cuanto a su 
accesibilidad, eficacia y toxicidad, que suponen obstáculos en la terapia de los pacientes. La 
hipótesis del origen autoinmune de la enfermedad de Chagas crónica ha supuesto un freno 
en el desarrollo de fármacos antiparasitarios de mayor eficacia, así como en el planteamiento 
de las terapias realizadas en pacientes crónicos adultos (“antiguo paradigma”, Fig. 11). En las 
dos últimas décadas, la mayor tendencia hacia la hipótesis que defiende la persistencia del 
parásito como condición necesaria para el desarrollo de la patología crónica (“nuevo 
paradigma”, Fig. 11), ha proporcionado una base sólida para la reconsideración del 
tratamiento etiológico de estos pacientes (Viotti et al., 2014). 
 
Fig. 11.  Comparación de los conceptos defendidos por la hipótesis de la autoinmunidad (“antiguo 
paradigma”) y la de la persistencia del parásito (“nuevo paradigma”) en el desarrollo de la enfermedad 
de Chagas crónica. Fuente: creado a partir del esquema propuesto en Viotti et al. (2009).  
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 De acuerdo con los requerimientos establecidos por la OMS, el “fármaco ideal” para 
el tratamiento de la enfermedad de Chagas debería cumplir con los siguientes requisitos: (i) 
producir cura parasitológica en los casos agudos y crónicos, (ii) resultar efectivo con la 
administración de una o pocas dosis, (iii) ser accesible a los pacientes y presentar bajo coste, 
(iv) no mostrar efectos colaterales o teratogénicos, (v) no requerir la hospitalización de los 
pacientes para su tratamiento y (vi) no presentar resistencias (Coura y de Castro, 2002). 
Ninguno de los dos fármacos actualmente disponibles cumple con los preceptos 
anteriores, ya que ambos muestran actividad limitada en la fase crónica, los pacientes 
precisan de largos periodos de tratamiento con la administración de 23 dosis diarias, no 
son accesibles a toda la población afectada, requieren de monitorización clínica, inducen una 
gran variedad de efectos adversos y algunas cepas de T. cruzi se muestran resistentes 
(Coura, 2009). De esta manera, los resultados obtenidos con ambos fármacos varían de 
acuerdo con la fase de la enfermedad, el periodo de tratamiento y la dosis administrada, la 
edad y el origen geográfico del paciente (Coura y de Castro, 2002). 
Debido a que a día de hoy aún no se dispone de mencionado “fármaco ideal”, el 
desarrollo y búsqueda de alternativas terapéuticas continúa siendo una prioridad en la 
investigación de la enfermedad de Chagas. 
1.8.1. Fármacos disponibles 
El tratamiento etiológico de la enfermedad de Chagas con los dos fármacos actualmente 
disponibles, está recomendado en los siguientes casos: 
 Fase aguda: independientemente de cuál haya sido el mecanismo de transmisión (Coura y 
de Castro, 2002). El tratamiento de la infección aguda presenta hasta un 80% de curas 
parasitológicas (Guedes et al., 2011). 
 Infección congénita: la administración del tratamiento en niños durante el primer año de 
vida muestra una eficacia próxima al 100% en la eliminación de parásito (WHO, 2012). 
 Infección accidental: el tratamiento debe iniciarse de forma inmediata y durante 10 días 
consecutivos. Cuando la carga parasitaria es elevada, debe administrarse por un periodo 
mínimo de 30 días (CBDC, 2005). 
 Trasplante de órganos: el donador seropositivo debe tratarse con BZ durante 60 días 
consecutivos antes del trasplante. Con respecto al receptor, el tratamiento debe iniciarse 
después de la intervención y mantenerse durante 10 días, e introducirse la terapia 
convencional para la fase aguda cuando exista seroconversión (CBDC, 2005). 
 Fase crónica reciente: considerada cuando la infección se ha adquirido en los últimos 10 
años, incluyendo niños de hasta 1214 años y adultos infectados en áreas endémicas, o 
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por transfusión sanguínea en un intervalo de tiempo conocido (Coura y de Castro, 2002). 
Los resultados en esta fase son mejores que los del tratamiento en la fase crónica 
avanzada, alcanzándose en ocasiones un elevado porcentaje de curas parasitológicas en 
niños menores de 14 años (Coura y de Castro, 2002; Guedes et al., 2011). 
 Fase crónica avanzada, dando prioridad a los casos en fase indeterminada o con patología 
cardíaca y/o digestiva leve (Coura y de Castro, 2002; Coura y Borges-Pereira, 2011). 
Durante la fase crónica, el porcentaje de curas parasitológicas reportadas desciende hasta 
el 1020% (Coura y de Castro, 2002; Guedes et al., 2011). Esta pérdida de eficacia en 
comparación con la que muestran en la fase aguda, podría estar relacionada con una 
farmacocinética desfavorable y una limitada penetración en los tejidos. Ambos factores 
afectarían a su actividad durante la fase crónica, en la que los parásitos se encuentran 
preferentemente confinados en los tejidos multiplicándose lentamente (Urbina, 2010). 
Para la mayoría de los casos crónicos únicamente se prescribe tratamiento paliativo de los 
síntomas cardíacos y/o digestivos (Viotti et al., 2014). De otro modo, debido al riesgo de 
insuficiencia cardíaca y muerte que existe durante esta fase, el tratamiento específico 
puede resultar fundamental para evitar la progresión de la enfermedad y la aparición de 
lesiones en el miocardio (Guedes et al., 2011). Por el contrario, no hay evidencias de que 
evite la progresión de la enfermedad digestiva (Bern, 2015). La eficacia del NX y el BZ 
como tratamiento en la fase crónica sigue mostrando controversias de acuerdo con los 
resultados contradictorios obtenidos en diferentes ensayos clínicos (Guedes et al., 2011). 
Durante la última década se han realizado diversos estudios aleatorizados orientados a 
evaluar la eficacia del BZ como monoterapia (TRAENA, BENEFIT, CHAGASAZOL) o en 
terapia combinada con otros fármacos (STOP CHAGAS y E1224) en pacientes crónicos con 
o sin compromiso cardíaco (Urbina, 2015), sobre los cuales se tratará más adelante.   
 Reactivación de la infección por T. cruzi: está indicado el tratamiento específico 
convencional durante 60 días consecutivos, pudiéndose prolongar hasta 90 días 
dependiendo de las condiciones clínicas del paciente (CBDC, 2005). 
1.8.1.1. Nifurtimox 
El NX es un 5-nitrofurano [3-metil-4-(5-nitrofurfurilidenamino)-2,3,5,6-tetrahidro-4H-1,4-
tiazina-1,1-dióxido] (Fig. 12) comercializado por Bayer en 1967 bajo el nombre de Lampit

. 
Durante muchos años fue considerado el tratamiento de primera línea para la enfermedad de 
Chagas aguda (Patterson y Wyllie, 2014). Sin embargo, desde la década de los 80 la 
distribución del NX ha sido discontinua en Brasil, Argentina, Chile y Uruguay (Coura, 2009) y 
actualmente no se prescribe en varios países debido a sus efectos adversos y su potencial 
genotoxicidad (Patterson y Wyllie, 2014). Por el contrario, en 2009 se implementó su 
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utilización en terapia combinada con eflornitina para el tratamiento de la tripanosomiasis 
africana (enfermedad del sueño), causada por Trypanosoma brucei (WHO, 2015). 
 El NX se encuentra disponible en comprimidos de 120 y 30 mg para el tratamiento 
de la enfermedad en adultos y en niños, respectivamente (Dias et al., 2014). En general, el 
tratamiento en adultos consiste en la administración por vía oral de 810 mg/kg/día, 
mientras que en niños la dosis alcanza los 15 mg/kg/día, en ambos casos dividida en tres 
tomas diarias cada 8 h durante 6090 días consecutivos (CBDC, 2005). 
  Tras su administración por vía oral, el NX se absorbe rápidamente a nivel del tracto 
gastrointestinal, pero no alcanza concentraciones elevadas en plasma (1020 M). Menos del 
0,5% de la dosis es excretada en orina y presenta una semivida de eliminación de 3 h. El NX 
sufre un proceso de biotransformación muy rápido, probablemente ligado a un “efecto de 
primer paso” hepático (Raether y Hänel, 2003). 
 Las reacciones adversas más frecuentes son de tipo nervioso y digestivo e incluyen 
excitabilidad, mialgia, somnolencia, alucinaciones, anorexia, pérdida de peso, náuseas, 
vómitos y ocasionalmente dolor abdominal y diarrea. Raramente se han descrito 
convulsiones en los pacientes. Algunos de estos efectos adversos pueden ser paliados con 
diazepam, cimetidina o metoclopramina, entre otros fármacos (Coura, 2009). 
 Además, el NX es potencialmente genotóxico de acuerdo con los resultados 
obtenidos en pruebas como el test de Ames, el ensayo cometa o el test de los micronúcleos 
(Buschini et al., 2009). Hay que considerar que, para compuestos nitroderivados, el primero 
puede sobredimensionar los efectos mutagénicos por el uso de cepas de Salmonella 
typhimurium y la mayor actividad de las nitro-reductasas (NTR) en bacterias, comparada con 
la que exhiben en células de mamífero. De esta manera, la evaluación del efecto mutagénico 
para nitroderivados resulta más predictiva en pruebas con células de mamífero como el 
ensayo cometa y el test de los micronúcleos (Buschini et al., 2009; Patterson y Wyllie, 2014). 
 El tratamiento con NX está contraindicado en mujeres gestantes y en aquellas en 
edad fértil que no usen anticonceptivos. Se debe valorar su administración a pacientes con 
afecciones graves como infecciones sistémicas, insuficiencia cardíaca, respiratoria, renal o 
hepática, ancianos y personas muy debilitadas (Coura y de Castro, 2002; CBDC, 2005). 
 
Fig. 12. Estructura química del fármaco de referencia nifurtimox. 
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o Mecanismo de acción 
El NX actúa como un profármaco cuya activación ocurre mediante dos tipos de NTR (Fig. 13): 
 Las NTR-I, comunes en bacterias y menos frecuentes en organismos eucariotas, son 
enzimas dependientes de NAD(P)H que catalizan la reducción del grupo nitro mediante 2 
electrones, generando un intermediario nitroso (R-NO) que rápidamente se reduce 
captando 2 electrones al derivado hidroxilamina (R-NHOH), el cual puede metabolizarse 
para dar lugar a una amina (inerte) o a cationes nitrenio que promueven daños a nivel del 
DNA. Los intermediarios electrófilos pueden reaccionar con otras moléculas en la célula, 
caso del R-NO con los tioles, y alternativamente, el anillo de furano puede romperse 
originando nitrilos de cadena abierta. Esta reducción llevada a cabo por las NTR-I es 
“independiente de oxígeno”, ya que no supone la intervención de O2 y por tanto, no se 
generan especies reactivas de oxígeno (ROS). Las enzimas NTR-I pueden actuar en 
condiciones aeróbicas y anaeróbicas (Wilkinson y Kelly, 2009; Hall et al., 2011). 
 Por el contrario, la actividad de las ubicuas NTR-II es “dependiente de oxígeno”. Éstas 
catalizan la reducción del R-NO2 a través de 1 electrón originando el correspondiente 
anión-radical nitro (R-NO2
●
), el cual en presencia de oxígeno se regenera al nitrofurano de 
partida al tiempo que se producen aniones-radicales superóxido (O2
●
) (Hall et al., 2011). 
 El estrés oxidativo generado por la actividad de las NTR-II se ha aceptado como 
principal mecanismo tripanocida para el NX (Wilkinson y Kelly, 2009). Sin embargo, continúa 
siendo objeto de estudio debido a que el ciclo redox ocurre también en células de mamífero, 
de modo que este mecanismo, en el que la actividad está ineludiblemente ligada a una 
toxicidad celular, no explicaría una acción selectiva del fármaco (Raether y Hänel, 2003; 
Urbina, 2010; Hall et al., 2011). 
 La identificación de una bacterial-like NTR-I en T. cruzi y T. brucei, junto con una 
relación directa entre los niveles de expresión de esta enzima y la susceptibilidad al fármaco, 
propone la activación del NX a través de esta vía (Wilkinson et al., 2008). Conjuntamente, 
estudios in vitro han mostrado una mayor sensibilidad de las células de mamífero hacia el 
nitrilo de cadena abierta insaturado obtenido vía NTR-I en comparación con su relativa 
resistencia al nitrofurano, apuntando que la reducción vía NTR-I, que ocurre únicamente en 
el parásito, es la responsable de la selectividad del NX hacia los tripanosomas (Hall et al., 
2011). Se desconoce el mecanismo exacto por el que el nitrilo insaturado ejerce su actividad 
en el parásito, habiéndose sugerido la reacción del carbonilo α,-insaturado con grupos SH 
de proteínas y otras biomoléculas (adición de Michael) produciendo su inhibición irreversible 
y la muerte celular (Patterson y Wyllie, 2014). Las células de mamífero expresan enzimas que 
pueden mediar este tipo de reducción de 2 electrones en los nitroheterociclos, sin embargo 
esta actividad es baja en los tejidos normales y elevada en células tumorales, estrategia que 
se ha venido explotando en el desarrollo de compuestos antitumorales (Hall et al., 2011). 
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Fig. 13. Mecanismo de acción del 
nifurtimox. NTR-I: nitro-reductasa de 
tipo I. NTR-II: nitro-reductasa de tipo 
II. Fuente: esquema creado a partir 
de los propuestos por Wilkinson y 
Kelly (2009) y Hall et al. (2011). 
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1.8.1.2. Benznidazol 
El BZ es un 2-nitroimidazol [N-bencil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamida] (Fig. 14) 
comercializado por primera vez en el año 1972 por Roche con el nombre de Rochagan

, 
Radanil

 en Argentina. A finales del s. XX Roche transfiere la producción del BZ a LAFEPE 
(Laboratório Farmacêutico de Pernambuco) y en 2012 se anuncia la producción del BZ por 
parte del laboratorio argentino ELEA y su distribución bajo el nombre de Abarax

, con el 
propósito de asegurar el abastecimiento nacional del fármaco y responder a su demanda 
internacional (Dias et al., 2014). 
 En la mayoría de los países, el BZ es el fármaco de primera línea para el tratamiento 
de la enfermedad de Chagas (WHO, 2015). En caso de que exista intolerancia al BZ puede 
utilizarse el NX como alternativa, y en caso de que se produzca fracaso terapéutico con 
alguno de los dos y a pesar de que existe la posibilidad de resistencia cruzada, se puede 
intentar el tratamiento con el otro fármaco (CBDC, 2005). 
 
Fig. 14. Estructura química del fármaco de referencia benznidazol. 
 En la actualidad el BZ está disponible en comprimidos de 100 mg producidos por 
LAFEPE, así como en dos nuevas formulaciones de Abarax
 
que se introdujeron en el año 
2012: (i) comprimidos dispersables de 50 mg doblemente ranurados para cubrir la 
administración en la población pediátrica, desde recién nacidos (debido la posibilidad de 
dividirse en cuatro partes de 12,5 mg) a adolescentes y jóvenes de menos de 40 kg de peso, 
y (ii) comprimidos dispersables de 100 mg doblemente ranurados para su administración en 
niños y adultos de más de 40 kg de peso (Dias et al., 2014). En el año 2013 fue incluida en 
la Lista de Medicinas Esenciales para niños de la OMS, una nueva formulación pediátrica de 
BZ desarrollada por LAFEPE en colaboración con DNDi (Drug for Neglected Diseases 
iniciative): comprimidos de 12,5 mg dirigidos al tratamiento de recién nacidos y niños de 
hasta 2 años, permitiendo de esta manera administrar una dosis más exacta a la población 
infantil sin necesidad de fraccionar comprimidos de mayor dosis (DNDi, 2013). 
 El tratamiento en adultos se realiza con dosis de 5 mg/kg/día y en niños con dosis 
de 510 mg/kg/día, siendo en ambos grupos administradas por vía oral y repartidas en 23 
tomas diarias durante 60 días consecutivos (CBDC, 2005). 
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 La administración oral de 100 mg de BZ presenta una concentración plasmática 
máxima de aproximadamente 10 M, una biodisponibilidad media del 92% y una semivida 
de eliminación de 12 h. El BZ es metabolizado a nivel hepático, excretándose un 20% de la 
dosis sin modificar en orina, y su unión a proteínas plasmáticas es del 44% (Raether y Hänel, 
2003). 
 En general, el BZ es mejor tolerado por los pacientes que el NX. Sin embargo, 
presenta un amplio espectro de reacciones adversas que comprende síntomas de 
hipersensibilidad, dermatitis con erupción cutánea (generalmente entre el 710º día de 
tratamiento), edema generalizado, dolor articular y muscular, depresión de la médula ósea 
con neutropenia, púrpura trombocitopénica y agranulocitosis como las manifestaciones más 
severas, así como polineuropatía periférica. Los efectos adversos leves pueden ser 
controlados con la introducción de antihistamínicos y corticosteroides. Con respecto a los 
casos más severos que presentan agranulocitosis, púrpura trombocitopénica o síndrome de 
Stevens-Johnson, el tratamiento con BZ debe suspenderse e iniciarse un tratamiento con 
antibióticos en el caso de que haya septicemia, y costicosteroides para controlar los cuadros 
de agranulocitosis y púrpura trombocitopénica (Coura y de Castro, 2002; Coura, 2009). 
 De manera similar al NX, el potencial genotóxico del BZ se ha confirmado mediante 
el test de Ames, el ensayo cometa y el test de los micronúcleos (Buschini et al., 2009). En 
modelos animales se ha demostrado que dosis elevadas de BZ pueden aumentar el riesgo de 
linfoma; sin embargo, éste no se ha detectado en humanos a las dosis comúnmente 
utilizadas en el tratamiento de la enfermedad (Viotti et al., 2014). La administración de BZ 
está contraindicada en los mismos casos que el NX (Coura y de Castro, 2002; CBDC, 2005). 
o Mecanismo de acción 
Como el NX, el BZ también se comporta como un profármaco cuya activación da lugar a una 
serie de metabolitos capaces de producir daños a nivel del ADN, así como una depleción en 
los niveles de tioles de T. cruzi (Fig. 15).  
 De acuerdo con su estructura química, el BZ es susceptible de actuar como sustrato 
de las enzimas NTR. Sin embargo y a diferencia del NX, el BZ no genera grandes niveles de 
ROS en el parásito, de modo que su mecanismo de acción no se encuentra vinculado a la 
inducción de estrés oxidativo (Urbina, 2010). La activación del BZ probablemente ocurre de 
forma exclusiva a través de la reducción catalizada por las NTR-I, obteniéndose finalmente el 
metabolito glioxal, capaz de formar aductos con proteínas, ADN y moléculas pequeñas como 
el glutatión (GSH), conduciendo a la muerte del parásito (Hall et al., 2012). Por otra parte, 
debido a su capacidad para liberar residuos de timina, el grado de alteración que los 2-
nitroimidazoles producen en el ADN depende del contenido en adenina-timina (Tocher, 
1997), elevado a nivel de los minicírculos del ADNk (Soeiro y de Castro, 2009). 
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Fig. 15. Mecanismo de acción del benznidazol. NTR-I: nitro-reductasa de tipo I. Fuente: creado a 
partir del esquema propuesto por Wilkinson et al. (2011). 
 No obstante, la contribución del glioxal a la toxicidad del BZ se ve dificultada por la 
presencia del sistema glioxalasa, encargado de la detoxificación de dicho metabolito y otros 
dialdehídos antes de que éstos reaccionen con componentes celulares (Hall et al., 2012). En 
células de mamífero las enzimas glioxalasa I y II utilizan GSH como cofactor, mientras que 
en T. cruzi éstas dependen del tripanotión [T(SH)2] (Irigoín et al., 2008; Krauth-Siegel y 
Comini, 2008). De esta manera, se acepta que la actividad tripanocida del BZ es 
consecuencia de una acción conjunta del glioxal y otros metabolitos intermediarios tales 
como el nitroso derivado, la hidroxilamina o el ion nitrenio (Hall et al., 2012). 
o Ensayos clínicos para la evaluación del tratamiento con BZ en fase crónica 
 TRAENA: TRAtamiento EN pacientes Adultos (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02386358) 
Ensayo clínico aleatorizado en fase III, doble ciego placebo-controlado, llevado a cabo en 
Argentina (19992012) sobre 763 pacientes con enfermedad crónica con o sin compromiso 
cardíaco, a los que se les administró 5 mg/kg/día de BZ por vía oral durante 60 días, o 
placebo, y cuya evolución post-tratamiento se siguió mediante técnicas de ELISA y RT-PCR.  
Introducción 
 
 
- 61 - 
 
Los pacientes incluidos en el ensayo tenían edades comprendidas entre los 20 y los 
55 años y diagnóstico positivo para T. cruzi por al menos dos pruebas serológicas distintas. 
La mortalidad, desarrollo de insuficiencia cardíaca, arritmias severas, implante de 
marcapasos o cardiodesfibrilador; así como la negativización serológica permanente, fueron 
las principales variables a valorar en el estudio (disponible en http://clinicaltrials.gov/show/ 
NCT02386358, acceso: febrero de 2016). 
 BENEFIT: BENznidazole Evaluation For Interrupting Trypanosomiasis (ClinicalTrials.gov 
Identifier: NCT00123916) 
Se trata de un estudio en fase III llevado a cabo durante 20042011, en el que 2.854 
pacientes crónicos con cardiomiopatía chagásica fueron tratados de forma aleatoria, con BZ 
o placebo por vía oral, y se les realizó seguimiento durante una media de 5 años. 
 Los pacientes incluidos en el ensayo tenían entre 18 y 75 años de edad, estaban 
diagnosticados con al menos dos pruebas serológicas positivas y mostraban cardiopatía. La 
dosis de BZ administrada fue de 5 mg/kg/día durante 60 días. A partir de febrero de 2009, 
pasó a ser una dosis fija de 300 mg/día administrada durante un periodo variable de 4080 
días ajustada según el peso del paciente, manteniéndose en todo caso la dosis total de BZ. 
 Los pacientes fueron evaluados durante el tratamiento, una vez concluido éste, a los 
6 meses y anualmente, hasta la finalización del estudio. Durante el tratamiento se 
monitorizó su función hepática y cardíaca por electrocardiografía, y se controló la presencia 
de parásitos circulantes mediante PCR. Se estudió la ocurrencia de muerte, implante de 
marcapasos o cardiodesfibrilador, taquicardia ventricular, trasplante cardíaco, fallo cardíaco, 
isquemia o eventos tromboembólicos sistémicos o pulmonares. Además, se evaluó la 
respuesta al tratamiento en base a los resultados de PCR y el DTU prevalente en el área 
geográfica de procedencia: Argentina, Brasil, Bolivia, Colombia y El Salvador. 
 Los resultados señalan que el tratamiento con BZ en pacientes con cardiomiopatía 
chagásica establecida disminuye considerablemente la detección de parásitos circulantes, 
pero no reduce de manera significativa el deterioro clínico cardíaco (Morillo et al., 2015). 
1.9. ALTERNATIVAS TERAPÉUTICAS EN INVESTIGACIÓN 
La identificación de agentes antiparasitarios puede surgir a partir del cribado farmacológico 
de compuestos naturales y de síntesis, moléculas con similitud estructural a fármacos de 
actividad reconocida, fármacos aprobados para el tratamiento de otras enfermedades o 
mediante la identificación de dianas y rutas metabólicas específicas del parásito (Coura y de 
Castro, 2002). Además de los nuevos candidatos, es importante considerar la aplicación de 
recursos de tecnología farmacéutica orientados a potenciar la biodisponibilidad y eficacia de 
Introducción 
 
 
- 62 - 
 
los dos fármacos actualmente disponibles, como estrategia para mejorar el arsenal 
terapéutico de la enfermedad de Chagas (Bahia et al., 2014a). 
1.9.1. Principales dianas terapéuticas y candidatos al tratamiento 
1.9.1.1. Inhibidores de la biosíntesis del ergosterol  
A lo largo de su ciclo biológico, T. cruzi requiere de esteroles específicos para garantizar su 
supervivencia (formación de membranas) y diferenciación (proliferación celular) (Urbina, 
2010; Soeiro et al., 2013). Al igual que en los hongos y en otros protozoos, el esterol 
mayoritario de T. cruzi es el ergosterol y, a diferencia de las formas sanguíneas de T. brucei, 
capaces de construir sus membranas a partir de colesterol exógeno, el ergosterol endógeno 
de T. cruzi no puede ser reemplazado por colesterol procedente del hospedador (Lepesheva 
y Waterman, 2011). 
 
Fig. 16. Biosíntesis del ergosterol y colesterol mostrando los pasos principales, enzimas involucradas 
e inhibidores. En rojo: diversos compuestos inhibidores de la biosíntesis del ergosterol (IBE) con 
actividad frente a T. cruzi. Fuente: esquema adaptado de de Souza y Rodrigues (2009).  
Introducción 
 
 
- 63 - 
 
 Se han considerado diversos compuestos inhibidores de la biosíntesis del ergosterol 
(IBE) como potenciales agentes tripanocidas: inhibidores de las enzimas escualeno sintasa, 
escualeno epoxidasa, oxidoesqualeno ciclasa y C14α-desmetilasa (CYP51). Las tres primeras 
son comunes a la biosíntesis del colesterol y ergosterol, pudiendo sus inhibidores tener 
efectos nocivos para los humanos. Sin embargo, una vez sintetizado el lanosterol ambas 
rutas se diferencian, y en cada una se originan compuestos distintos participando enzimas 
específicas (Guedes et al., 2011). 
o Inhibidores de la escualeno sintasa 
Varias quinuclidinas inhibidoras de la enzima escualeno sintasa y potenciales agentes 
anticolesteremiantes presentan actividad sobre T. cruzi. Su selectividad podría deberse a la 
capacidad de las células hospedadoras para compensar un bloqueo en la síntesis de novo del 
colesterol, mediante incorporación del colesterol exógeno presente en el medio o el suero, 
proceso que no ocurre en T. cruzi, incapaz de responder ante un bloqueo en la biosíntesis 
del ergosterol. En cualquier caso, en la aplicación de estos compuestos como agentes 
antiparasitarios se prefiere una inhibición específica de la enzima homóloga de T. cruzi, a fin 
de evitar efectos adversos en el hospedador derivados de su uso prolongado (Urbina, 2010). 
o Inhibidores de la oxidoescualeno ciclasa 
El fármaco amiodarona, antiarrítmico utilizado frecuentemente en el tratamiento sintomático 
de la enfermedad de Chagas crónica con afectación cardíaca, ha demostrado actividad anti-T. 
cruzi in vitro e in vivo, y un efecto sinérgico con el posaconazol (POS). Como antichagásico 
presenta un mecanismo de acción dual: alteración en la homeostasis del calcio y bloqueo de 
la biosíntesis del ergosterol a nivel de la enzima oxidoescualeno ciclasa (Urbina, 2010). 
o Inhibidores de la CYP51 
La CYP51 de los tripanosomátidos presenta menos del 30% de similitud con su homólogo en 
humanos, indicando una actividad selectiva de los inhibidores de la TcCYP51. Su homología 
con la CYP51 de hongos es inferior al 25%, de modo que no todo antifúngico tiene que 
resultar activo en T. cruzi (Lepesheva y Waterman, 2011). En este contexto, azoles como el 
ketoconazol, fluconazol o itraconazol, inhibidores de la CYP51 altamente eficaces como 
antifúngicos, no muestran efecto curativo en la infección por T. cruzi en humanos, y son 
incapaces de frenar la progresión de la enfermedad (Coura y de Castro, 2002; Urbina, 2010). 
Los compuestos D0870 y POS, nuevos derivados de triazol inhibidores de la CYP51 de 
hongos y protozoos, fueron los primeros en producir curas parasitológicas en el modelo 
murino de infección aguda y crónica, atribuidas a su potencia y selectividad intrínseca hacia 
T. cruzi, además de a su farmacocinética favorable (Urbina, 2010). 
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 Concretamente, los resultados obtenidos con el POS in vitro e in vivo señalaron a 
este compuesto, inicialmente registrado para el tratamiento de infecciones fúngicas 
invasivas, como candidato para la terapia específica de la enfermedad de Chagas crónica 
(Urbina, 2010). El POS ha demostrado una importante actividad in vitro frente a amastigotes 
de cepas representativas de los DTU TcI, TcII, TcIV y TcVI (CI50
 
< 12 nM), aunque de acuerdo 
con su mecanismo de acción requiere mayor tiempo de exposición que los nitroderivados 
para eliminar la infección (Moraes et al., 2014). Por otra parte, se ha visto como la 
exposición de T. cruzi al POS induce una sobreexpresión en los niveles de CYP51, pudiendo 
este hecho contribuir al desarrollo de resistencias (Lepesheva et al., 2010). Con respecto a 
los ensayos in vivo, la administración del POS en las fases aguda y crónica alcanza curas 
parasitológicas superiores al 50% en ratones infectados con cepas de T. cruzi de distinta 
sensibilidad a los fármacos de referencia  CL, Y y Colombiana   (Guedes et al., 2011). 
Comparado con el BZ, la actividad del POS está menos influida por el estado inmunológico 
del hospedador, e independientemente de la cepa de T. cruzi, presenta una eficacia similar 
en ratones inmunosuprimidos e inmunocompetentes, ligeramente superior a la del BZ 
(Urbina, 2010; Molina et al., 2015). Su combinación con el BZ, así como con otros fármacos 
como el amlodipino (bloqueante de los canales de calcio) o la clemastina (antihistamínico), 
ha sido evaluada en el modelo murino de infección aguda, siendo la asociación más efectiva 
la combinación POS + amlodipino (Planer et al., 2014). Ya en humanos, Pinazo et al. (2010) 
publican el caso de una mujer diagnosticada con la enfermedad crónica y lupus eritematoso 
sistémico, tratada con BZ (5 mg/kg/día durante 60 días) y fármacos inmunosupresores, en la 
que tras corroborarse el fracaso terapéutico, se realiza tratamiento compasivo con POS (400 
mg/12 h, 90 días). Se obtuvieron resultados de RT-PCR negativos durante los 13 meses de 
seguimiento, en los que se le mantuvo el tratamiento inmunosupresor. En la última década 
se han realizado dos ensayos clínicos para evaluar el tratamiento de la enfermedad crónica 
con POS (CHAGASAZOL, STOP CHAGAS), cuyos resultados discrepan con los obtenidos 
experimentalmente (Urbina, 2015). Una eficacia dependiente del tiempo de exposición al 
fármaco, obtención de niveles plasmáticos en humanos inferiores a los del modelo animal, o 
una menor susceptibilidad a los IBE de los parásitos con baja actividad metabólica (formas 
quiescentes) o no replicativos (tripomastigotes), son algunas de las explicaciones a la 
diferente actividad del POS en los ensayos preclínicos y clínicos (Molina et al., 2015). 
 Otros triazoles como TAK-18, albaconazol y ravuconazol son activos sobre T. cruzi 
tanto in vitro (CMI en amastigotes 110 nM) como in vivo y bien tolerados por el hospedador 
a distintas posologías (Guedes et al., 2011). El compuesto TAK-187 cura la infección aguda y 
crónica en ratón ocasionada por cepas de distinta sensibilidad a los fármacos de referencia 
(Urbina, 2010). El albaconazol muestra una actividad importante en el modelo canino de 
infección aguda (100% de curas parasitológicas en perros infectados con T. cruzi cepa Y 
tratados 90 días con 1,5 mg/kg/día). Aunque se han detectado resistencias naturales hacia 
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el albaconazol, se presenta como candidato al tratamiento de la infección en humanos por 
su mayor semivida (120 h), en comparación con la que tiene en diversos modelos animales 
(Guedes et al., 2011). Con respecto al ravuconazol, pese a su excelente actividad in vitro, se 
ha observado la ausencia de efecto curativo en los modelos de infección aguda murino (cepa 
Colombiana) y canino (cepas Berenice-78 e Y), atribuida a su corta semivida en ratón y perro. 
Este hecho no ha impedido su consideración como tratamiento de la infección en humanos, 
para los que muestra una semivida de 48 días (Guedes et al., 2011). Así, un acuerdo entre 
DNDi y la compañía Eisai, permitió el desarrollo de E1224, profármaco del ravuconazol 
sometido a ensayo clínico para el tratamiento de la enfermedad crónica (Urbina, 2015). 
 En los últimos años han surgido otros compuestos inhibidores de la CYP51 como el 
imidazol experimental VNI o análogos del fenarimol. Con respecto al VNI, Villalta et al. 
(2013) obtienen 100% de curas parasitológicas junto con un 100% de supervivencia, durante 
las fases aguda y crónica, en ratones infectados con la cepa Tulahuen (DTU TcVI) y tratados 
30 días con 25 mg/kg/12 h p.o. Asimismo, confirman la eliminación del parásito en sangre y 
tejidos tras inmunosuprimir a los animales. Soeiro et al. (2013) corroboran su excelente 
actividad en ratones infectados con las cepas Y (DTU TcII) y Colombiana (DTU TcI). Sin 
embargo, la administración de ciclofosfamida conllevó una reactivación de la parasitemia, 
indicando que el VNI no produce efecto curativo en la infección con estas cepas, ligada a una 
diferente susceptibilidad a los inhibidores. Por su parte, la optimización del compuesto 
fenarimol, inhibidor no azólico de la CYP51 empleado como fungicida en agricultura, dio 
lugar a una serie de compuestos con destacable actividad in vitro frente a amastigotes de la 
cepa Tulahuen (CI50 en el rango nM). El derivado más prometedor de la serie, administrado 
en dosis de 20 mg/kg/día p.o. durante 20 días, induce en el modelo murino de infección 
aguda una supresión de la parasitemia similar a la obtenida con 100 mg/kg/día de BZ 
administrados durante el mismo periodo de tiempo (Keenan et al., 2012). De una nueva 
generación de análogos del fenarimol, surgieron dos compuestos capaces de producir un 
efecto curativo en dicho modelo, confirmado con PCR negativa tras inmunosupresión, similar 
al obtenido con el POS y mejorando la eficacia del BZ a la posología antes referida (Keenan et 
al., 2013). No obstante y en base a los resultados obtenidos con el POS y E1224 en los 
ensayos clínicos, los estudios con análogos del fenarimol se han interrumpido (DNDi, 2013). 
o Ensayos clínicos para la evaluación del tratamiento de la enfermedad crónica con 
posaconazol y E1224 (profármaco del ravuconazol) 
 CHAGASAZOL: Clinical trial for the treatment of chronic Chagas disease with posaconazol 
and benznidazole (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01162967) 
Se trata de un estudio clínico aleatorizado en fase II, realizado en España (20102011) con 
78 pacientes crónicos, con el objetivo de comparar la eficacia del POS frente al tratamiento 
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con BZ. Como criterio de inclusión, se estableció tener más de 18 años, presentar dos 
pruebas serológicas distintas positivas a T. cruzi y un resultado de RT-PCR positivo. 
 Los pacientes se distribuyeron en tres grupos de tratamiento: (i) BZ vía oral en 
dosis de 150 mg/12 h, (ii) POS vía oral en dosis de 100 mg/12 h y (iii) POS vía oral en dosis 
de 400 mg/12 h, todos administrados 60 días. Durante el periodo de tratamiento, los 
pacientes fueron controlados mediante análisis sanguíneo y RT-PCR, y se evaluó la 
adherencia al mismo y la aparición de efectos adversos. Asimismo, se realizaron pruebas 
serológicas al inicio del tratamiento, 6 meses post-tratamiento y finalizado el periodo de 
seguimiento (40 semanas post-tratamiento).  
La negativización permanente de los resultados de RT-PCR, discontinuación del 
tratamiento y seroconversión, fueron los parámetros considerados para la evaluación de los 
tratamientos finalizado el periodo de seguimiento. De acuerdo con estos procedimientos, se 
consideró como fracaso terapéutico a los pacientes que no se les pudo realizar seguimiento, 
los que abandonaron el tratamiento por reacciones adversas y a aquellos que presentaron al 
menos un resultado positivo para la RT-PCR una vez concluido el tratamiento.  
El estudio indica una falta de eficacia del POS como tratamiento de la enfermedad 
de Chagas crónica, de acuerdo con los resultados de RT-PCR positivos obtenidos durante el 
seguimiento en la mayoría de los pacientes. Por el contrario, muestra la gran capacidad del 
BZ para reducir los niveles de parásitos circulantes en dicha fase, de acuerdo con una 
negativización de la RT-PCR mantenida durante el seguimiento (Molina et al., 2014). 
 Como se ha comentado anteriormente, la negativización de la PCR no implica la 
cura parasitológica de los pacientes (Molina et al., 2014), debido a que no proporciona 
información sobre la presencia de T. cruzi en los órganos internos (Urbina, 2015). Sin 
embargo, una eliminación sostenida de la parasitemia puede asociarse con una reducción de 
la carga parasitaria en los mismos y de acuerdo con la hipótesis de la persistencia, con una 
disminución en la intensidad del proceso inflamatorio desencadenado por T. cruzi en los 
tejidos, que puede conducir a una mejora en la clínica de los pacientes (Urbina, 2015).  
 STOP CHAGAS: STudy of the use of Oral Posaconazole in the treatment of asymptomatic 
chronic CHAGAS disease (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01377480) 
Es un estudio en fase II, aleatorizado, placebo-controlado y ciego para POS, realizado en 120 
pacientes con enfermedad de Chagas crónica asintomática (Argentina, Colombia, México y 
Venezuela), con el objetivo de comparar la eficacia del POS (400 mg/12 h) y su combinación 
con el BZ (POS 400 mg/12 h + BZ 200 mg/12 h), con el tratamiento con BZ (200 mg/12 h). 
Los pacientes incluidos en el estudio tenían edades comprendidas entre los 18 y los 
50 años, y un diagnóstico positivo a la infección por T. cruzi en dos pruebas serológicas 
distintas.  
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De acuerdo con los resultados de negativización de la PCR obtenidos en el día 180, 
el porcentaje de éxito terapéutico fue similar entre el grupo tratado con POS versus placebo, 
así como entre el grupo tratado con la terapia combinada POS + BZ versus el tratado con BZ 
(disponible en http://clinicaltrials.gov/show/NCT01377480, acceso: febrero de 2016).  
 E1224: Proof-of-concept study of E1224 to treat adult patients with Chagas Disease 
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01489228) 
Estudio clínico en fase II, aleatorizado, doble ciego para E1224 y placebo, iniciado en julio de 
2011 en Bolivia y llevado a cabo en 231 pacientes de edades comprendidas entre los 18 y 
los 50 años presentando la forma indeterminada de la enfermedad de Chagas, con el 
objetivo de evaluar la seguridad y eficacia del tratamiento con E1124 (disponible en 
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01489228, acceso: febrero de 2016).  
 Los pacientes se distribuyeron en los siguientes grupos de tratamiento: (i) E1224 
200 mg/semana por 8 semanas, (ii) E1224 400 mg/semana por 8 semanas, (iii) E1224 400 
mg/semana por 4 semanas y (iii) BZ 5 mg/kg/día durante 60 días. Todos los tratamientos se 
administraron oralmente, y el seguimiento se realizó durante los 10 meses posteriores a su 
finalización (Urbina, 2015). 
 Como criterio de valoración primario se estableció la cantidad de pacientes con 
resultados negativos en tres pruebas de RT-PCR al finalizar el tratamiento. El tiempo 
requerido para la erradicación de la parasitemia y su mantenimiento durante un año, 
cambios en la serología, seguimiento de los cambios producidos en distintos biomarcadores 
y su correlación con la eliminación del parásito, farmacocinética e incidencia de reacciones 
adversas, también fueron considerados para la evaluación del tratamiento (disponible en 
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01489228, acceso: febrero de 2016).  
 Los resultados presentados en 2013 muestran una importante disminución en los 
niveles de parásitos circulantes al final del tratamiento con E1224: 7991% (E1224), 91% (BZ) 
y 26% (placebo). Sin embargo, ésta no se mantuvo durante el año posterior: 831% (E1224), 
81% (BZ) y 8,5% (placebo), acusando su ausencia de eficacia a largo plazo (DNDi, 2013). 
 Con el objetivo de potenciar la eficacia de E1224 y reducir los efectos adversos del 
BZ, la terapia combinada E1224 + BZ se presenta como una alternativa al tratamiento de la 
enfermedad crónica. En este contexto, se han realizado ensayos en individuos sanos para la 
detección de posibles interacciones en la administración combinada de ambos (DNDi, 2014). 
1.9.1.2. Inhibidores del metabolismo de fosfolípidos 
Dada la estructura molecular de los alquil-lisofosfolípidos (ALP), estos compuestos han sido 
objeto de estudio como potenciales inhibidores de la síntesis, ruptura o modificación de los 
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lípidos de membrana. Tradicionalmente, los ALP se han investigado como potenciales 
antitumorales, ganando interés en las últimas décadas como agentes antiparasitarios frente 
a Leishmania spp. o T. cruzi. Concretamente, el efecto que ejercen a nivel de la síntesis de 
novo de fosfatidilcolina resulta de gran importancia en farmacología, debido a que se ha 
observado una correlación entre su inhibición y el bloqueo en la proliferación celular (Urbina 
et al., 2006). Como consecuencia de esta acción y de acuerdo con Urbina et al. (2006), entre 
los mecanismos que los ALP desencadenan en la célula, se encuentran los siguientes: 
 Alteración en la composición de esteroles. 
 Disminución en la producción de esfingomielina, con el consiguiente aumento en los 
niveles de ceramida, inductor de la apoptosis. 
 Interferencia con procesos de señalización intracelular reguladores de la proliferación 
celular, a nivel de la fosfolipasa C o de la proteína quinasa C. 
 Dentro de los ALP con aplicación terapéutica se encuentra la miltefosina, usada en 
el tratamiento oral de la leishmaniosis cutánea y único fármaco actualmente disponible para 
el tratamiento oral de la leishmaniosis visceral (Monge-Maillo y López-Vélez, 2015). Sin 
embargo, es necesario evaluar su eficacia clínica como tratamiento de la enfermedad de 
Chagas, debido a que la vía congénita es una de las principales vías de transmisión de la 
misma y la miltefosina presenta potencial teratogénico (Maya et al., 2003; Apt, 2010). Como 
alternativa, la edelfosina se ha ensayado en diferentes modelos experimentales de T. cruzi 
(Croft et al., 1996; Lira et al., 2001; Santa-Rita et al., 2000, 2006). 
1.9.1.3. Inhibidores de la cisteín proteasa cruzipaína 
La principal cisteín proteasa de T. cruzi es la cruzipaína (gp57/51 o cruzaína), presente en 
las diferentes formas del parásito a lo largo de su ciclo biológico. En los epimastigotes, está 
confinada en los reservosomas y se encuentra involucrada en la degradación de proteínas de 
la sangre ingerida por el vector; además, participa en los procesos de metaciclogénesis. En 
los amastigotes, tiene dos localizaciones distintas: a nivel de compartimentos reservosoma-
like y principalmente en la superficie del parásito en contacto directo con el citoplasma de la 
célula hospedadora. En los tripomastigotes, la cruzipaína se ubica a nivel de la bolsa 
flagelar. Esta diferente localización indica, además de su multifuncionalidad, su capacidad 
para actuar en microambientes distintos, tanto de carácter ácido (a nivel lisosomal) como 
fisiológico (en la superficie del parásito) (McKerrow et al., 2009; Branquinha et al., 2015).  
 La cruzipaína juega un papel importante en la supervivencia de T. cruzi, 
participando en la adquisición de nutrientes, diferenciación celular, invasión de la célula 
hospedadora y evasión al sistema inmune, y constituye una diana viable para el desarrollo de 
agentes antichagásicos (McKerrow et al., 2009; Branquinha et al., 2015). 
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 Entre sus inhibidores irreversibles destaca la vinil sulfona peptídica K777 (K11777). 
Este prototipo es activo in vitro sobre cepas de T. cruzi sensibles y resistentes a BZ y NX, y 
frente a la infección en ratón (McKerrow et al., 2009). En el modelo canino, el tratamiento 
oral durante 14 días en dosis de 50 mg/kg/12 h no elimina por completo la parasitemia, 
pero protege de la patología cardíaca derivada de la infección por T. cruzi (Barr et al., 2005). 
 De acuerdo con su actividad, en el año 2002 se anuncia el desarrollo clínico de 
K777 como nuevo tratamiento potencial para combatir la enfermedad de Chagas. Sin 
embargo, en 2005 se comunica el abandono del proyecto aludiendo a la hepatotoxicidad del 
compuesto y problemas en su producción (Urbina, 2010; Branquinha, 2015). Debido a que 
entonces la toxicidad de K777 fue atribuida a un aumento en los niveles de alanina 
aminotransferasa (ALT), marcador de daño hepático reversible, posteriormente se llevaron a 
cabo rigurosos estudios de seguridad que informaron del incremento de ALT únicamente a 
dosis mayores que la MTD (maximum tolerated dose), y reversible tras el cese de la terapia 
(McKerrow et al., 2009). Algunos de los estudios preclínicos realizados con K777 incluyen 
pruebas en ratón, perro y mono (Branquinha et al., 2015) y están en consideración estudios 
de MTD y toxicidad crónica en primates no humanos (DNDi, 2014). 
 A partir de K777 surge el análogo WRR-483, con actividad pH dependiente por la 
presencia de grupos protonables en su estructura (residuo de Arg × Phe). En comparación 
con K777, WRR-483 inhibe la cruzipaína de forma moderada a pH ácido. Sin embargo, 
muestra una actividad tripanocida in vitro y en el modelo murino de infección aguda que es 
comparable a la de su precursor, viéndose potenciada a pH fisiológico y probablemente 
ligada a una inhibición de la cruzipaína extracelular (Chen et al., 2010). 
 También se han evaluado frente a T. cruzi inhidores reversibles de la cruzipaína. La 
semejanza estuctural que existe entre esta enzima y la catepsina K humana plantea un mejor 
perfil de toxicidad para estos inhibidores, particularmente si se consigue su selectividad 
hacia la proteasa del parásito. En un modelo murino de infección aguda que incorpora el 
tratamiento en la comida en dosis de 3 mg/kg durante 28 días, Ndao et al. (2014) obtienen 
un 90% (compuesto Cz007) y un 78% (compuesto Cz008) de curas parasitológicas tras 
inmunosuprimir a los animales supervivientes, frente al 71% obtenido con 50 mg/kg de BZ. 
1.9.1.4. Inhibidores del metabolismo del pirofosfato 
En los tripanosomátidos, la acumulación de cationes y de fósforo en forma de polifosfato 
ocurre en el acidocalcisoma. Concretamente, el pirofosfato (PPi) y otros polifosfatos de 
cadena corta son cruciales en la respuesta de estos organismos al estrés y en los procesos 
de osmorregulación (Docampo et al., 2005). 
 Los bisfosfonatos son análogos del PPi metabólicamente inertes, que se acumulan 
selectivamente en los acidocalcisomas, de modo que pueden inhibir enzimas y mecanismos 
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en los que se encuentra involucrado el PPi, como la farnesil pirofosfato sintasa (FPPS). 
Diversos N-alquil-bisfosfonatos como el risedronato, pamidronato o ibandronato, utilizados 
en el tratamiento de la osteoporosis y otras enfermedades relacionadas con la resorción 
ósea, han mostrado cierta actividad sobre T. cruzi (Urbina, 2010). En concreto, el risedronato 
es activo in vitro en epimastigotes y amastigotes, y reduce drásticamente los niveles de 
parasitemia en el modelo murino de infección aguda (hasta 10 mg/kg/día i.v., durante 14 
días), pero no consigue la cura parasitológica de los animales (Garzoni et al., 2004a,b). 
 Debido a que la FPPS es la principal diana de estos compuestos, el tratamiento con 
bisfosfonatos puede derivar en una alteración de la biosíntesis de esteroles en células 
eucariotas (ver Fig. 16). Sin embargo, se ha visto una mayor afectación a nivel del parásito 
que en la célula hospedadora (Garzoni et al., 2004a). Su selectividad como antirresortivos se 
debe a su diferente acumulación en osteoclastos en comparación con otras células. De una 
manera similar, la selectividad de estos compuestos hacia T. cruzi podría deberse en parte a 
la presencia de acidocalcisomas y a la elevada concentración de PPi (Garzoni et al., 2004a). 
No obstante, aquellos bisfosfonatos orientados al tratamiento de la enfermedad de Chagas 
deben presentar además una baja afinidad por osteoclastos (Bustamante y Tarleton, 2014). 
1.9.1.5. Inhibidores de la síntesis y metabolismo redox del tripanotión 
En el hospedador, el metabolismo redox dependiente de tioles recae sobre el sistema 
GSH/glutatión reductasa (GluR) y tiorredoxina/tiorredoxina reductasa. Los tripanosomátidos 
carecen de las enzimas GluR y tiorredoxina reductasa y su metabolismo redox depende del 
ditiol T(SH)2 y la enzima tripanotión reductasa (TryR) (Irigoín et al., 2008). 
 
Fig. 17. La biosíntesis del T(SH)2 ocurre en dos pasos consecutivos mediante la incorporación de dos 
moléculas de GSH a una de espermidina. El proceso consume dos moléculas de ATP y es catalizado 
por la enzima tripanotión sintetasa (TryS). Fuente: esquema adaptado de Irigoín et al. (2008). 
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 Como muestra la Fig. 18, el T(SH)2
 
es mantenido en su forma reducida gracias a la 
acción de la TryR. Esta enzima dependiente de NADPH presenta un 35% de homología con la 
GluR humana, con la que comparte muchas propiedades físicas y químicas. Sin embargo, la 
principal diferencia entre ambas reside en su especificidad por los disulfuros: mientras que 
la TryR interacciona con las formas oxidadas de conjugados glutatión-poliamina cargados 
positivamente (Fig. 17), la GluR sólo lo hace con la forma oxidada del GSH (GSSG), de carga 
negativa (Irigoín et al., 2008; Krauth-Siegel y Comini, 2008). 
 El T(SH)2 interviene como donador de electrones en varias reacciones (Fig. 18) y 
conduce una serie de procesos redox en que la reducción de las moléculas intermediarias 
triparredoxina (TXN), ácido dehidroascórbico (dhAsc) y GSSG, culmina con la descomposición 
de especies oxidantes como hidroperóxidos (ROOH, H2O2) y con su participación en la 
síntesis del ADN. El T(SH)2
 
puede también reaccionar con una gran variedad de electrófilos, 
mediando en los procesos de detoxificación de aldehídos (sistema glioxalasa), metales o 
xenobióticos (Müller et al., 2003; Irigoín et al., 2008; Krauth-Siegel y Comini, 2008). 
 
Fig. 18. Reacciones dependientes del T(SH)2. TryR: tripanotión reductasa, TXN: triparredoxina, Asc: 
ascorbato, GSH: glutatión, RR: ribonucleótido reductasa, ROOH: hidroperóxidos, A: oxidante, TXNPx: 
triparredoxina peroxidasa, GPx-I y GPx-II: glutatión peroxidasa-like triparredoxina peroxidasas I y II, 
APx: peroxidasa dependiente de ascorbato. Fuente: esquema adaptado de Irigoín et al. (2008). 
El pool de tioles en los tripanosomátidos lo completan otras moléculas como la 
glutationilespermidina y el ovotiol A, que junto con el GSH se mantienen en su forma 
reducida por reacción directa con el T(SH)2 (Fig. 18). La concentración de tioles varía entre 
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las distintas formas del parásito, predominado en todas ellas el T(SH)2
 
y jugando un papel 
importante en las defensas antioxidantes de parásito (Irigoín et al., 2008). 
En lugar de las catalasas y GSH peroxidasas presentes en las células de mamífero, el 
arsenal antioxidante de T. cruzi lo componen peroxirredoxinas, triparredoxina peroxidasas 
homólogas a las glutatión peroxidasas (GPx) y una peroxidasa dependiente de Asc (APx) (Fig. 
18), además de cuatro superóxidodismutasas (Fe-SOD) (Irigoín et al., 2008). El metabolismo 
redox en los tripanosomátidos es a priori eficiente, ya que resisten al estallido oxidativo 
durante la infección del hospedador, y se adaptan perfectamente a distintas condiciones 
metabólicas y ambientales a lo largo de su ciclo de vida digenético (Krauth-Siegel y Comini, 
2008). Sin embargo, a pesar de la variedad de enzimas antioxidantes que poseen, se 
muestran vulnerables al estrés oxidativo, probablemente por una menor eficacia de sus 
peroxidasas en comparación con las del hospedador (Müller et al., 2003). 
 La importancia y exclusividad del sistema T(SH)2 en los tripanosomátidos se ha 
considerado para el desarrollo de quimioterapia antiparasitaria. La ausencia de TryS y TryR 
en el hospedador, junto con las diferencias entre la TryR y su homólogo GluR en mamíferos 
relativas a la especificidad del sustrato, han hecho de estas enzimas potenciales dianas para 
el diseño racional de fármacos tripanocidas (Coura y de Castro, 2002; Irigoín et al., 2008; 
Urbina, 2010; Bustamante y Tarleton, 2014). 
 Se han identificado varios compuestos como inhibidores de la TryR y agentes 
tripanocidas in vitro, citando como ejemplo las fenotiazinas. Los fármacos clomipramina y 
tioridazina, utilizados en clínica como antidepresivo y antipsicótico, respectivamente, 
presentan actividad in vitro frente a T. cruzi. Además, reducen la parasitemia de la infección 
aguda en ratón, provocando una consiguiente mejora del daño cardíaco y un aumento de la 
supervivencia en fase crónica (Rivarola y Paglini-Oliva, 2002). Con respecto a la fase crónica, 
el tratamiento con clomipramina iniciado el 90 d.p.i. en dosis de 5 mg/kg/día i.p. durante 
60 días consecutivos reduce la carga parasitaria y mejora la evolución de la infección, pero 
no produce la cura parasitológica de los animales (Fauro et al., 2013). Igualmente, el 
tratamiento con tioridazina (180 mg/kg/día p.o. 3 días/semana durante 4 semanas a partir 
del 180 d.p.i.) repercute favorablemente sobre la patología cardíaca asociada a la fase 
crónica (Bustamante et al., 2007). Sin embargo, la elevada actividad que muestra la TryR en 
T. cruzi ha cuestionado la idoneidad de esta enzima como diana terapéutica (Urbina, 2010), 
debido a que su actividad tiene que ser reducida en más del 90% para afectar a la viabilidad 
del parásito (Irigoín et al., 2008; Soeiro y de Castro, 2009; Flohé, 2012). De acuerdo con la 
limitada actividad in vivo de los inhibidores reversibles y la alta especificidad requerida por 
los irreversibles para no interferir con el metabolismo del hospedador, ningún compuesto 
inhibidor de la TryR ha entrado por el momento en desarrollo clínico como posible 
tratamiento de la enfermedad de Chagas (Flohé, 2012). 
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 Por otra parte, la enzima TryS cataliza un menor flujo metabólico en el parásito y 
presenta una secuencia única que avalan su mayor idoneidad como diana para el desarrollo 
de agentes tripanocidas (Urbina, 2010; Flohé, 2012). El diseño de potenciales inhibidores 
basado en moléculas miméticas del GSH y el ATP, selectivas hacia los respectivos lugares de 
unión en la enzima, supuso el inicio de los estudios relativos a la identificación de la TryS 
como diana terapéutica (Flohé, 2012). 
1.9.1.6. Inhibidores de la glucólisis 
A diferencia de otros organismos en los que la glucólisis tiene lugar en el citosol, en los 
tripanosomátidos se lleva a cabo mayoritariamente en el glicosoma. Algunas de las enzimas 
involucradas en el catabolismo de la glucosa con la consiguiente producción de ATP, como 
son la hexoquinasa (HK) y la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), han sido 
caracterizadas y validadas como dianas terapéuticas (Verlinde et al., 2001). 
o Inhibidores de la hexoquinasa 
La HK es la primera enzima involucrada en la glucólisis y cataliza la fosforilación de glucosa 
a glucosa 6-fosfato en una reacción dependiente de ATP. En T. cruzi esta enzima presenta 
gran afinidad por la glucosa y no es inhibida por la glucosa 6-fosfato, no encontrándose 
estas dos propiedades juntas en ninguna de las cuatro HK humanas. Sin embargo, la TcHK 
puede ser inhibida por el PPi, probablemente debido a la gran cantidad que se acumula en el 
parásito (Cáceres et al., 2003). En este contexto, se ha publicado que algunos bisfosfonatos 
inhiben selectivamente la TcHK sin mostrar actividad frente a la FPPS (apartado 1.9.1.4.) y 
viceversa, siendo diferentes los requerimientos estructurales para inhibir una y otra enzima 
(Hudock et al., 2006; Sanz-Rodríguez et al., 2007). 
o Inhibidores de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
La enzima GAPDH cataliza la oxidación fosforilativa del gliceraldehído 3–fosfato a 1,3-
bifosfoglicerato en presencia de NAD
+
 y P inorgánico. Esta enzima presenta menos del 50% 
de homología con la GADPH humana, así como diferencias en el lugar de unión de la 
adenosina del NAD
+
. De este modo, es posible el desarrollo de inhibidores específicos para la 
GADPH glicosomal que no afecten a la enzima del hospedador (Verlinde et al., 2001; Soeiro y 
de Castro, 2009). Varios análogos de síntesis de la adenosina se han propuesto como 
inhibidores selectivos de la TcGADPH, puesto que frenan la proliferación de amastigotes sin 
efecto sobre la enzima humana (Bressi et al., 2001). 
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1.9.1.7. Inhibidores de la ruta de las pentosas fosfato 
Además de la glucólisis, la mayoría de los organismos utilizan la ruta de las pentosas fosfato 
en el metabolismo de la glucosa, estando ambas a su vez conectadas a través de diversos 
metabolitos intermedios. La ruta de las pentosas fosfato se lleva a cabo mayoritariamente en 
el citosol, estando presente en parte a nivel de los glicosomas. A partir de la glucosa 6-
fosfato se produce la ribosa 5-fosfato, necesaria para la síntesis de ácidos nucleicos, y se 
genera NADPH. Como se ha comentado en el apartado 1.9.1.5., las defensas antioxidantes 
de T. cruzi dependen directamente del T(SH)2, el cual se mantiene en su forma reducida por 
acción de la TryR, que utiliza NADPH. Por tanto, resulta absolutamente esencial para la 
supervivencia del parásito mantener un pool de NADPH en cuyo aporte participan, entre 
otras, las dos deshidrogenasas de la ruta de las pentosas fosfato (Maugeri y Cazzullo, 2004; 
Igoillo-Esteve et al., 2007; Gupta et al., 2011). 
 Las siete enzimas que participan en esta vía metabólica están presentes en todas las 
formas de T. cruzi. Concretamente, la actividad de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 
(G6PDH), considerada en muchas ocasiones como la enzima reguladora de la vía, es mucho 
menor en epimastigotes que en las otras formas del parásito. Este hecho sugiere que la ruta 
de las pentosas fosfato es más activa en las formas infectivas o presentes en el hospedador 
vertebrado, probablemente en respuesta a un mayor estrés oxidativo (Maugeri y Cazzullo, 
2004). Teniendo en cuenta que T. cruzi es más sensible que las células del hospedador a la 
acción de los ROS, la G6PDH puede considerarse una diana adecuada para el desarrollo de 
agentes quimioterápicos selectivos (Igoillo-Esteve et al., 2007). De hecho, la G6PDH de los 
tripanosomátidos comparte cerca del 50% de homología con la enzima humana (Gupta et al., 
2011). Así, varios derivados esteroideos inhibidores de la G6PDH requieren menor 
concentración para actuar sobre la enzima de T. cruzi que sobre la humana y se contemplan 
como punto de partida para el desarrollo de agentes tripanocidas (Gupta et al., 2011). 
 Una deleción de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), la otra enzima 
deshidrogenasa implicada en el mantenimientdo del NAPDH, resulta letal para la célula, 
debido a un acúmulo de 6-fosfogluconato que bloquea la glucólisis por inhibición de la 
glucosa 6-fosfato isomerasa. Por tanto, compuestos inhibidores selectivos de la 6PGDH del 
parásito deben considerarse como potenciales tripanocidas (Igoillo-Esteve et al., 2007). 
1.9.1.8. Inhibidores de la vía de salvamento de purinas 
Las diferencias entre el metabolismo de purinas de T. cruzi y el hospedador, han sido 
también utilizadas en la investigación de agentes antiparasitarios. Los mamíferos sintetizan 
nucleótidos de novo o mediante el reciclado de purinas. Sin embargo, los tripanosomátidos 
son completamente deficientes en la biosíntesis de novo de purinas y en ellos la síntesis de 
ácidos nucleicos recae exclusivamente sobre la vía de salvamento. Varias de las enzimas 
Introducción 
 
 
- 75 - 
 
involucradas en este proceso se localizan en el glicosoma del parásito. A través de esta vía y 
por acción de la hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT), los tripanosomátidos 
convierten las purinas en ribonucleótidos. En T. cruzi, la HGPRT también puede iniciar el 
metabolismo de pirazolopirimidinas, análogos de purinas de carácter tóxico, proceso que no 
ocurre en los mamíferos. Este hecho implica que compuestos que actúen como inhibidores o 
como sustratos de la enzima HGPRT, pueden comportarse como agentes quimioterapéuticos 
selectivos (Coura y de Castro, 2002; Maya et al., 2007; Soeiro y de Castro, 2009). 
 El alopurinol es un fármaco utilizado en el tratamiento de la gota debido a que en 
los vertebrados éste se metaboliza a oxipurinol, potente inhibidor de la enzima xantina 
oxidasa, e inhibe la producción de acido úrico. En los tripanosomátidos, deficientes en dicha 
enzima, el alopurinol se comporta como un análogo de purinas y es incorporado en el ADN 
del parásito a través de la HGPRT, perturbando como consecuencia la síntesis del ARN y de 
proteínas (Soeiro y de Castro, 2009; Urbina, 2010). Por el contrario, en los humanos no se 
han registrado interferencias del alopurinol con la biosíntesis de purinas (Maya et al., 2007). 
 Tras la realización de ensayos preliminares in vitro e in vivo que demostraron la 
eficacia del alopurinol frente a T. cruzi, se llevaron a cabo varios estudios en humanos con 
resultados contradictorios (Urbina, 2010; Bustamante y Tarleton, 2014). En el año 1992, la 
OMS inicia un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble-ciego y placebo controlado, 
realizado en Argentina, Brasil y Bolivia para evaluar su eficacia como tratamiento de la 
infección crónica en humanos (Soeiro y de Castro, 2009; Urbina, 2010). Los resultados 
obtenidos en Brasil muestran cómo el tratamiento oral con 300 mg/8 h de alopurinol 
durante 60 días consecutivos es ineficaz en el control de la parasitemia, generando además 
efectos adversos derivados de la dosis elevada; no siendo por ello recomendado como 
alternativa terapéutica (Rassi et al., 2007). Un estudio llevado a cabo en Chile en pacientes 
crónicos tratados durante dos meses con 8,5 mg/kg/día de alopurinol alude a un 44% de 
curas parasitológicas de acuerdo con la negativización del xenodiagnóstico y la elevada tasa 
de normalización en el ECG tras cuatro años de seguimiento, junto con una buena tolerancia 
en los pacientes que apoya su introducción como tratamiento en fase crónica (Apt et al., 
1998). Las causas de esta variabilidad se han sustentado en cuestiones geográficas ligadas a 
la distinta susceptibilidad de las cepas, en la sensibilidad de los métodos diagnósticos 
usados en el seguimiento o en una farmacocinética inapropiada (Rassi et al., 2007).   
 La asociación con otros fármacos también ha sido planteada experimentalmente, 
como la combinación alopurinol + clomipramina (Gobbi et al., 2010) o alopurinol + BZ 
(Bustamante et al., 2014) sin suponer grandes ventajas frente a la monoterapia. También se 
ha evaluado como tratamiento de la infección crónica en humanos la administración de 
alopurinol (600 mg/día, 90 días) seguida de BZ (5 mg/kg/día, 30 días), mostrando todos los 
pacientes una disminución en la activación de la respuesta inmune específica reflejo de una 
reducción en la carga parasitaria (Pérez-Mazliah et al., 2013). 
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1.9.1.9. Inhibidores de la síntesis de nucleótidos 
La enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) es de gran interés en el campo de la quimioterapia 
experimental, habiéndose identificado como diana para el tratamiento de la malaria, el 
cáncer o diversas infecciones bacterianas (Gangjee et al., 2007). La DHFR es responsable de 
la reducción del dihidrofolato a tetrahidrofolato, el cual es metilado a metilentetrahidrofolato 
y participa directamente en la síntesis de timidina, en una reacción catalizada por la enzima 
timidilato sintasa (Fig. 19). La inhibición de la DHFR impide por tanto la síntesis del ADN y 
conduce a la muerte celular (Zuccotto et al., 2001).  
 
Fig. 19. Reacción catalizada por la DHFR. Fuente: esquema adaptado de Gilbert (2002). 
En los tripanosomátidos, la DHFR y la timidilato sintasa constituyen una proteína 
bifuncional, a diferencia de los mamíferos y bacterias en los que la DHFR es una enzima 
monofuncional (Zuccotto et al., 1998; Senkovich et al., 2005). La DHFR es esencial en 
humanos, de modo que cualquier reacción de los inhibidores con la hDHFR genera toxicidad 
en el hospedador (Schormann et al., 2010). El trimetrexato, utilizado en el tratamiento de la 
infección por Pneumocystis carinii en pacientes con VIH, inhibe la TcDHFR y es activo in vitro 
en tripomastigotes y amastigotes. Sin embargo, al ser un potente inhibidor de la hDHFR 
requiere ser coadministrado con leucovorina (5-formil tetrahidrofolato) para contrarrestar su 
efecto citotóxico (Senkovich et al., 2005). Por otra parte, diversos fármacos antimicrobianos 
inhibidores de la DHFR como el antimalárico pirimetamina o el antibacteriano trimetoprim, 
no presentan actividad frente a la TcDHFR (Gangjee et al., 2007). Ante esta situación, la 
caracterización del sitio activo de la DHFR de los tripanosomátidos y sus diferencias con 
respecto a las enzimas humana y bacteriana, supuso el punto de partida para la 
identificación y diseño de inhibidores selectivos (Zuccotto et al., 1998). 
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 Los trabajos de Zuccotto et al. (2001), Pez et al. (2003), Khabnadideh et al. (2005) o 
Schormann et al. (2010) son buen ejemplo de la investigación de compuestos inhibidores de 
la DHFR de T. cruzi. 
1.9.2. Candidatos identificados mediante drug-repurposing 
El denominado como drug-repurposing consiste en la selección de candidatos para el 
tratamiento de una determinada afección a partir de fármacos y/o compuestos disponibles e 
inicialmente pensados para otros usos terapéuticos. Este recurso resulta muy atractivo 
debido a que en ocasiones, acelera y reduce los costes en el desarrollo de un fármaco, 
especialmente si éste puede basarse en datos disponibles relativos a la seguridad del mismo 
(Andrews et al., 2014). Varios de los antifúngicos citados anteriormente (apartado 1.9.1.1.) o 
el alopurinol (apartado 1.9.1.8.) constituyen claros ejemplos de estrategias de drug-
repurposing en la identificación de nuevos tratamientos para la enfermedad de Chagas. 
1.9.2.1. Fexinidazol 
En la década de 19701980, el desarrollo preclínico del 5-nitroimidazol fexinidazol como 
antiprotozoario de amplio espectro fue llevado a cabo por Hoechst (actualmente Sanofi), 
aunque no se continuó con su evaluación clínica (Bahia et al., 2012). Tres décadas después, 
DNDi “redescubre” el fexinidazol mediante compound mining y lo selecciona como candidato 
para el tratamiento de la tripanosomiasis africana. Su selectividad hacia T. b. gambiense y T. 
b. rhodesiense, eficacia en las fases hemolinfática y cerebral del modelo murino, 
biodisponibilidad oral y rápida transformación a los metabolitos activos sulfóxido y sulfona, 
junto con la ausencia de genotoxicidad en todos ellos (Torreele et al., 2010), motivó la 
realización de ensayos clínicos en fase I en voluntarios sanos, y de ensayos en fase II/III en 
pacientes de tripanosomiasis africana (Tarral et al., 2014). El fexinidazol también ha 
mostrado una importante actividad frente a Leishmania donovani y actualmente se 
encuentra en desarrollo clínico para el tratamiento de la leishmaniosis visceral, como 
monoterapia y en combinación con miltefosina (DNDi, 2014). 
 Con respecto a la enfermedad de Chagas, en un estudio realizado en ratones 
infectados con cepas sensibles (CL), parcialmente resistentes (Y) y resistentes (VL-10 y 
Colombiana) al BZ, el tratamiento con fexinidazol (300 mg/kg/día p.o. durante 20 días) logra 
mayor porcentaje de curas en la infección aguda (7888,9%) que la dosis estándar de BZ (70, 
50 y 0% para las cepas de menor a mayor resistencia), así como en la infección crónica 
ocasionada por la cepa VL-10 (70 y 30% para el fexinidazol y el BZ, respectivamente), además 
de prevenir la inflamación cardíaca en ambas fases y mostrar una buena tolerancia (Bahia et 
al., 2012). 
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 La actividad anti-T. cruzi de sus dos metabolitos principales, fexinidazol sulfóxido y 
fexinidazol sulfona, ha sido también evaluada in vitro e in vivo frente a la cepa Y. In vitro, 
ambos muestran un comportamiento similar al del BZ frente a amastigotes, mientras que en 
el modelo murino de infección aguda, el 100% de los animales tratados durante 20 días con 
100 mg/kg/día de uno u otro metabolito se curaron, frente al 80% de los tratados con BZ. 
Los resultados de este estudio indican además una mayor eficacia in vivo del fexinidazol 
sulfóxido y sulfona con respecto a la del compuesto parental (Bahia et al., 2014b). 
 En el año 2014 se inicia en Bolivia un estudio clínico en fase II, placebo controlado, 
para evaluar la eficacia y seguridad del fexinidazol como tratamiento de pacientes adultos 
con enfermedad de Chagas crónica, en el que se han administrado oralmente seis regímenes 
distintos de 1200 o 1800 mg/día durante un periodo de 2, 4 u 8 semanas consecutivas 
(disponible en http://clinicaltrials.gov/show/NCT02498782, acceso: febrero de 2016). 
 En caso de confirmarse su eficacia como tratamiento de la infección humana 
provocada por T. brucei, L. donovani y T. cruzi, el fexinidazol constituiría una panacea para 
la terapia de las enfermedades causadas por tripanosomátidos (Patterson y Wyllie, 2014). 
o Mecanismo de acción 
Pese a que su mecanismo de acción no se encuentra elucidado, se sabe que el fexinidazol 
sufre metabolismo oxidativo originando los correspondientes sulfóxido y sulfona activos 
(Torreele et al., 2010; Bahia et al., 2014b). Se ha planteado que la excelente actividad in vivo 
que muestra el fexinidazol tras su administración oral estaría probablemente relacionada 
con una exposición acumulativa no a uno, sino a tres compuestos activos (Torreele et al., 
2010). No obstante, los resultados obtenidos por Bahia et al. (2014b) señalan a la sulfona y 
a sus metabolitos nitro-reducidos como las principales especies responsables de dicha 
eficacia. Igual que ocurre en otros nitroimidazoles como el BZ, el grupo nitro del fexinidazol 
y de sus metabolitos sulfóxido y sulfona, es susceptible a la acción de las enzimas NTR-I, 
formando de esta manera las especies propiamente reactivas (Patterson y Wyllie, 2014). 
1.9.2.2. Oxaboroles 
Debido a las propiedades electrónicas del boro, los compuestos que incorporan este átomo 
en sus estructuras han recibido en los últimos años una especial atención en farmacología. 
Concretamente, a partir de los benzoxaboroles, compuestos en los que el átomo de B se 
integra en un anillo heteroaromático, han surgido diversos candidatos con propiedades 
antiinflamatorias, antifúngicas o antibacterianas. Benzoxaboroles pertenecientes a la 
biblioteca de compuestos de la compañía Anacor Pharmaceuticals, se han evaluado como 
potenciales agentes antiparasitarios en su aplicación al tratamiento de varias enfermedades, 
entre las que se incluye la enfermedad de Chagas. Aunque no se encuentren totalmente 
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exploradas para cada nuevo candidato, la seguridad y ausencia de toxicidad de los distintos 
benzoxaboroles que han progresado a ensayos clínicos como antibacterianos o 
antiinflamatorios, supone un punto de partida alentador para su aplicación en la terapia 
antiparasitaria (Jacobs et al., 2011). 
 En este contexto surge el benzoxaborol SCYX-7158 (AN5568), con gran actividad in 
vitro e in vivo frente a T. brucei, cuyo ensayo clínico en fase I ha concluido recientemente  y 
se postula para una posterior evaluación como tratamiento de la tripanosomiasis africana en 
humanos (DNDi, 2014). La actividad tripanocida de estas moléculas sobre T. brucei, junto 
con sus excelentes propiedades farmacocinéticas y perfil ADME, han señalado a los 
oxaboroles como prototipos ideales para el desarrollo de un tratamiento nuevo y eficaz para 
la enfermedad de Chagas (Bustamante y Tarleton, 2014). 
 Recientemente, un estudio in vivo realizado con el oxaborol AN4169 administrado 
oralmente en dosis de 20 mg/kg/día durante 40 días consecutivos, ha alcanzado un 100% 
de curas en ratones infectados con T. cruzi, similar al obtenido con BZ y NX en dosis de 100 
mg/kg/día (Bustamante et al., 2014). Además, mediante ensayos in vitro realizados en 
amastigotes, se ha demostrado el amplio espectro de actividad del compuesto AN4169, 
resultando activo frente a parásitos representativos de los seis DTU (CI50 0,150,44 M) 
(Moraes et al., 2014). El proyecto Oxachagas llevado a cabo por DNDi en colaboración con 
Anacor y otras instituciones, persigue la optimización de prototipos identificados a partir de 
la serie del oxaborol y su consideración como candidatos a evaluación clínica (DNDi, 2014). 
 A día de hoy se desconoce el mecanismo y/o dianas moleculares implicadas en la 
actividad tripanocida de los oxaboroles (Bustamante y Tarleton, 2014; Moraes et al., 2014). 
1.9.3. Desarrollo de nuevas formulaciones de los fármacos de referencia 
como recurso para mejorar la eficacia del tratamiento 
La producción de nuevos fármacos para el tratamiento de las enfermedades parasitarias 
capta menor atención en comparación con otras patologías: de los más de 1.200 nuevos 
fármacos introducidos en el mercado durante 19751996, tan sólo el 1% se encuentran 
destinados al tratamiento de enfermedades tropicales como la malaria, la leishmaniosis o la 
tripanosomiasis (Date et al., 2007). Ante la gran inversión que requiere el desarrollo e 
introducción de un nuevo fármaco, el hecho de que gran parte de los compuestos activos 
identificados experimentalmente presenten una elevada lipofilia, resulta a menudo 
contraproducente (Ranjita, 2013). Aproximadamente el 40% de los principios activos que se 
encuentran en fase de desarrollo son de baja solubilidad acuosa, lo que obstaculiza la 
correcta formulación de los fármacos, su aplicación clínica y comerciabilidad, así como una 
adecuada biodisponibilidad (Vo et al., 2013). Por el contrario, un cierto carácter lipófilo de 
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los fármacos contribuye a su paso a través de membranas biológicas, fundamental para el 
desempeño de su actividad biológica (Ranjita, 2013). 
  La administración de dosis elevadas de un fármaco generalmente se realiza con el 
propósito de compensar su baja solubilidad acuosa, limitada biodisponibilidad, rápida 
eliminación y/o baja eficacia para alcanzar el lugar de acción, lo que a menudo conlleva 
reacciones adversas de carácter serio en los pacientes, como ocurre en el tratamiento con BZ 
y NX (Romero y Morilla, 2010; Bahia et al., 2014a).  Ante esta situación, surge el desarrollo 
de nuevas formulaciones de los fármacos de referencia antichagásicos como alternativa a las 
convencionales, con el objetivo de potenciar su eficacia mediante una mejora de su 
farmacocinética y biodisponibilidad (Bahia et al., 2014a), reduciendo de esta manera la dosis 
a administrar y en consecuencia sus efectos tóxicos (Romero y Morilla, 2010; Ranjita, 2013). 
  De acuerdo con su solubilidad acuosa y permeabilidad, el Sistema de Clasificación 
Biofarmacéutica (Amidón et al., 1995) agrupa los fármacos en las siguientes clases: 
 Clase I: fármacos con alta solubilidad y alta permeabilidad. 
 Clase II: fármacos con baja solubilidad y alta permeabilidad. 
 Clase III: fármacos con alta solubilidad y baja permeabilidad. 
 Clase IV: fármacos con baja solubilidad y baja permeabilidad. 
 El BZ presenta baja solubilidad acuosa  0,4 mg/mL de acuerdo con Kasim et al. 
(2004) y 0,2 mg/mL de acuerdo con el valor experimental obtenido por Maximiano et al. 
(2010)  y una permeabilidad relativa (LogP < 1,72) que le sitúan en la clase IV (Maximiano et 
al., 2010), habiéndose clasificado también dentro de la clase III (Kasim et al., 2004) e incluso 
de la clase II (Soares-Sobrinho et al., 2008). No obstante y pese a las contradicciones que 
existen en lo referido a su clasificación biofarmacéutica, en los últimos años ha sido objeto 
de diversos estudios fármaco-técnicos para la búsqueda de una mejor eficacia terapéutica.  
 Con respecto al NX, los valores de solubilidad y permeabilidad aportados por Kasim 
et al. (2004)  33 mg/mL y LogP = 0,02  lo sitúan en la clase III. Sin embargo, no se 
encuentran muchos trabajos en la literatura dirigidos al desarrollo de nuevas formulaciones 
de NX, probablemente debido a que el BZ es el fármaco antichagásico de primera elección. 
1.9.3.1. Mejora del perfil de solubilidad 
La disminución del tamaño de partícula conlleva un aumento de la superficie específica, 
estrategia a la que se recurre frecuentemente para mejorar la solubilidad y biodisponibilidad 
de los fármacos con baja solubilidad acuosa y conseguir una mejor eficacia (Salomón, 2012). 
Otros factores como la pérdida de la estructura cristalina del principio activo o su mayor 
grado de humectación, intervienen en la mejora del perfil de solubilidad (Ranjita, 2013). 
Introducción 
 
 
- 81 - 
 
o Reducción del tamaño de partícula 
Existen varios métodos para reducir el tamaño de partícula, como la molienda, el secado por 
atomización, procesos que utilizan fluidos supercríticos o métodos basados en el cambio de 
disolvente (Patel et al., 2012). La reducción del tamaño de partícula mediante aplicación de 
métodos mecánicos o físicos como la molienda, a menudo supone una serie de desventajas 
como son la obtención de un tamaño de partícula uniforme, la inestabilidad física o química 
de los cristales o la formación de aglomerados (Maximiano et al., 2011; Salomón, 2012). 
  Como alternativa a los métodos físicos, Leonardi et al. (2009) obtienen 
micropartículas de BZ en quitosán, mejorando considerablemente el perfil de solubilidad del 
fármaco (98% de BZ disuelto a los 30 min frente al 48,51% del compuesto puro) gracias a 
una disminución en el tamaño de partícula y una óptima eficacia de encapsulación. Por su 
parte, Maximiano et al. (2011) desarrollan microcristales de BZ mediante el método de 
cambio de disolvente, precipitando BZ en presencia de polímeros hidrófilos (agentes 
estabilizadores) que cubren la superficie hidrófoba del principio activo micronizado, de 
modo que se obtiene un tamaño de partícula más uniforme y un producto menos cohesivo. 
La evaluación de estas formulaciones en el modelo murino de infección aguda muestra una 
mayor eficacia en comparación con el Rochagan

, correlacionada con los resultados del 
ensayo de disolución in vitro y reflejo de un incremento en la biodisponibilidad oral del BZ.  
o Complejos de inclusión 
La obtención de complejos de inclusión con ciclodextrinas (oligosacáridos cíclicos) también 
confiere mayor solubilidad a este tipo de fármacos mediante la generación de una estructura 
con forma de cono truncado en cuyo interior hidrófobo se localiza el fármaco, mientras que 
su exterior hidrófilo, constituido por grupos hidroxilo, es responsable de la solubilidad 
acuosa del sistema (Patel et al., 2012). Lyra et al. (2012) preparan complejos de inclusión 
con BZ y derivados de -ciclodextrinas que favorecen la solubilidad en agua del BZ. Aunque 
estas formulaciones no muestran ningún impacto sobre la actividad en epimastigotes, 
consiguen reducir el efecto tóxico del fármaco de referencia sobre cultivos de macrófagos. 
 Otra alternativa consiste en el desarrollo de sistemas ternarios, también llamados 
sistemas o complejos multicomponente, los cuales se obtienen mediante la asociación de 
ciclodextrinas con un fármaco de baja solubilidad acuosa y un polímero de carácter hidrófilo. 
En comparación con los complejos de inclusión, la asociación de -ciclodextrinas y BZ con 
polivinilpirrolidona (PVP) o hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), potencia la solubilidad del BZ 
en formulaciones líquidas, siendo mayor en presencia de HPMC. Por el contrario, estos 
sistemas no suponen ninguna ventaja con respecto a los binarios (BZ:ciclodextrinas) cuando 
se trata de formulaciones en estado sólido (Soares-Sobrinho et al., 2012). 
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o Sistemas líquidos 
Se han obtenido varias formulaciones líquidas de BZ mediante la aplicación de sistemas de 
cosolventes, y han sido ensayadas frente a T. cruzi en modelos in vitro e in vivo (Lamas et 
al., 2006; Manarin et al., 2013). El estudio de la solubilidad del BZ en presencia de distintas 
combinaciones de solventes y surfactantes, consigue aumentar ésta hasta 10 mg/mL gracias 
a un sistema basado en polietilenglicol 400 (PEG400), etanol y buffer de biftalato de potasio 
(ratio 7:1:2) a pH 2,5. Su evaluación frente a epimastigotes de la cepas Tulahuen 2, CL 
Brener e Y muestra un perfil similar al del BZ disuelto en sulfóxido de dimetilo (DMSO), 
además de tener baja citotoxicidad en macrófagos (Lamas et al., 2006). Pese a que estos 
sistemas fueron inicialmente pensados para su administración por vía parenteral, un trabajo 
posterior evalúa la actividad del sistema BZ en PEG400/agua pH 2,5 (ratio 7:3) en dosis de 
20, 40 y 60 mg/kg/día administradas oralmente durante 14 días a ratones en fase aguda. 
Los resultados obtenidos in vivo con la formulación líquida, aunque similares a los del grupo 
tratado con BZ, permiten a los autores proponer ventajas en la formulación líquida, relativas 
a una mejor homogeneización del principio activo y ajuste de la dosis (Manarin et al., 2013). 
o Dispersiones sólidas 
El desarrollo de dispersiones sólidas (DS) se considera una de las estrategias más exitosas 
para aumentar la solubilidad de los fármacos. Estos sistemas se definen como dispersiones 
de principios activos de baja solubilidad acuosa en una matriz inerte, en los que la liberación 
del fármaco depende de las características de la matriz. De acuerdo con la composición de 
ésta, las DS se clasifican en cuatro generaciones (Vasconcelos et al., 2007; Vo et al., 2013): 
 Primera generación: utilizan excipientes de naturaleza cristalina, como urea o azúcares 
como manitol o sorbitol. Estas DS son termodinámicamente más estables que las amorfas 
y liberan el principio activo más lentamente. 
 Segunda generación: son las DS más comunes. Utilizan polímeros de estructura amorfa en 
los que el principio activo se dispersa de forma irregular. Entre los polímeros sintéticos 
empleados se encuentran el PEG y la PVP, mientras que los basados en productos 
naturales comprenden derivados de celulosa o de almidón. 
 Tercera generación: emplean surfactantes o mezclas de polímeros con surfactantes como 
matriz. Con la incorporación de surfactantes se pretende obtener el mayor grado de 
biodisponibilidad y estabilidad para las DS, evitando la recristalización o precipitación del 
principio activo, problemas a menudo asociados con estas formulaciones. 
 Cuarta generación: comprende las DS de liberación controlada y se aplican en fármacos 
de corta vida media. Utilizan polímeros que se disuelven lentamente en agua como el 
Eudragit
 
o el Carbopol

, proporcionando una liberación mantenida del principio activo.  
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 En la aplicación de estas formulaciones a los fármacos de referencia antichagásicos, 
Lima et al. (2011, 2015) elaboran DS de BZ utilizando como matriz PEG o PVP, así como 
HPMC. La reducción del tamaño de partícula, aumento de la superficie específica y mayor 
humectabilidad del principio activo que proporcionan los polímeros hidrófilos, son 
responsables del aumento en la solubilidad del BZ. 
 No obstante, Leonardi y Salomón (2013) sugieren ciertos inconvenientes en la 
producción de comprimidos y cápsulas a partir de DS, como la dificultad de pulverización o 
su pobre compresibilidad, que suponen algunas limitaciones en la introducción de formas 
farmacéuticas desarrolladas a partir de DS. De hecho, los resultados obtenidos en este 
trabajo con comprimidos producidos a partir de mezclas físicas (MF) o DS de BZ en PEG, 
muestran un perfil de solubilidad in vitro similar para ambas formulaciones, que lleva a los 
autores a preferir las MF sobre las DS en base a la simplicidad del proceso de obtención de 
las primeras. 
1.9.3.2. Mejora de la permeabilidad 
En ocasiones un incremento en la solubilidad del fármaco no basta para mejorar la eficacia 
del tratamiento, sobre todo durante la fase crónica, en la que los parásitos se encuentran 
diseminados intracelularmente. La membrana plasmática, junto con la complejidad del 
microambiente en la célula hospedadora, interfieren en la selectividad y liberación del 
fármaco sobre los amastigotes (Romero y Morilla, 2010). De esta manera, la limitada 
permeabilidad que muestran los fármacos tripanocidas es otro de los aspectos a solventar 
en la mejora de su actividad, para lo que el desarrollo de formulaciones basadas en 
nanosistemas es uno de los recursos más prometedores (Bahia et al., 2014a). 
o Nanosistemas 
La definición física de nanotecnología limita el tamaño de los objetos a un máximo de 100 
nm, sin embargo en el ámbito biológico éste se acepta hasta 100300 nm (Romero y Morilla, 
2010). La mayor superficie específica que muestran los nanosistemas es responsable de su 
habilidad para superar barreras anatómicas como el tracto gastrointestinal, la piel o la 
barrera hematoencefálica (Romero y Morilla, 2010), además del endotelio vascular o la 
membrana plasmática, que dificultan el acceso de los fármacos a los lugares de acción 
(Bahia et al., 2014a). La capacidad que presentan los nanosistemas para reducir la toxicidad 
de los fármacos, modular su cinética, biodistribución y tráfico intracelular, ha servido de 
punto de partida para su aplicación en el tratamiento experimental de diversas 
enfermedades infecciosas (Durán et al., 2009; Bahia et al., 2014a). Sin embargo, a pesar de 
que pueden atravesar cualquier barrera anatómica con facilidad, aquellos que están 
elaborados con polímeros biodegradables son degradados en su administración oral, 
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quedando por tanto su acceso a sangre relegado a la administración por vía intravenosa 
(Romero y Morilla, 2010). 
 Entre las posibilidades que estos sistemas ofrecen en la búsqueda de alternativas 
terapéuticas para la enfermedad de Chagas se encuentran las siguientes, resumidas por 
Bahia et al. (2014a): 
 Fase aguda: tiene lugar un targeting de tipo pasivo. Por una parte, existen nanosistemas 
que proporcionan un mayor tiempo de circulación del fármaco en el torrente sanguíneo y 
actúan directamente sobre los tripomastigotes. De otro modo, los convencionales son 
rápidamente opsonizados y fagocitados, actuando sobre los amastigotes en el interior de 
las células del sistema inmune. Además, los nanosistemas con un tamaño inferior a 200 
nm pueden extravasar a tejido a través de capilares fenestrados. 
 Fase crónica: el tamaño de los sistemas empleados ha de ser inferior a 200 nm y junto 
con su mayor tiempo de circulación, se busca la liberación del fármaco en lugares de 
difícil acceso donde se acantonan los amastigotes. Estos nanosistemas acceden desde el 
torrente sanguíneo atravesando el endotelio dañado como consecuencia de la respuesta 
inflamatoria y la fibrosis, interaccionan con la membrana celular y son interiorizados en 
las células infectadas mediante endocitosis u otros mecanismos, liberando su contenido 
en el citoplasma celular. Mediante targeting activo es posible además funcionalizar estos 
sistemas con ligandos o moléculas en su superficie, lo que permite su direccionamiento 
específico, por ejemplo hacia tejido cardíaco.  
 Entre las formulaciones diseñadas para potenciar la permeabilidad de los fármacos 
se encuentran los liposomas, aunque no existen muchos trabajos referidos a su aplicación a 
los dos fármacos antichagásicos. Este hecho puede deberse a que tras su administración i.v. 
los liposomas son rápidamente fagocitados por los macrófagos y en el caso de la 
enfermedad de Chagas, los amastigotes se diseminan en células no fagocíticas, resultando 
difícil su abordaje con estas formulaciones (Date et al., 2007). Los liposomas son estructuras 
esféricas cuya membrana está formada por una doble capa de fosfolípidos y otros derivados 
lipídicos, en la que los primeros se disponen con las colas hidrófobas enfrentadas y la 
cabeza polar orientada hacia el medio acuoso de ambos lados de la membrana. De esta 
manera, los liposomas pueden encapsular fármacos hidrófilos en su cavidad acuosa o incluir 
los hidrófobos como componente de la bicapa lipídica (Salomón, 2012). Un estudio realizado 
en rata, muestra que la administración vía i.v. de liposomas multilaminares aumenta la 
concentración de BZ en hígado con respecto al fármaco libre, al ser fagocitados por las 
células de Kupffer. Sin embargo, no presentan efectos sobre la parasitemia en fase aguda de 
ratones infectados con T. cruzi cepa RA. El confinamiento del BZ liposomal a nivel de los 
lisosomas una vez fagocitadas estas formulaciones, sin la posterior difusión del fármaco al 
citoplasma celular, parece ser una de las causas de su baja actividad in vivo (Morilla et al., 
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2004). En ocasiones, este hecho puede solventarse con el desarrollo de liposomas sensibles 
al pH que permiten modular el tráfico intracelular del fármaco en la célula infectada, 
liberando su contenido ante una bajada de pH que desestabiliza el liposoma y desencadena 
la ruptura de la bicapa lipídica (Romero y Morilla, 2010; Bahia et al., 2014a), técnica que 
resulta ineficaz para fármacos de naturaleza hidrófoba como el BZ (Morilla et al., 2004).  
 Con respecto al NX, su encapsulación en nanopartículas biodegradables de 
polialquilcianocrilato mejora la actividad in vitro del fármaco cuando se ensaya a bajas 
concentraciones frente a epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes albergados en células 
Vero (Sánchez et al., 2002). De acuerdo con los resultados de este trabajo, la revisión 
realizada por Romero y Morilla (2010) hace mención al posible mecanismo de acción de 
estas nanopartículas de tamaño inferior a 200 nm, aludiendo a la ausencia de endocitosis 
por los tripomastigotes para sugerir que mecanismos diferentes de la interacción superficial 
nanosistema-forma extracelular tendrían poco éxito en la infección con T. cruzi. Sin 
embargo, no se plantean hipótesis acerca de su mecanismo de acción frente a amastigotes. 
1.10. MÉTODOS DE CRIBADO FARMACOLÓGICO  
1.10.1. Métodos in vitro 
Los métodos in vitro constituyen una pieza fundamental en los procedimientos de cribado 
farmacológico secuencial, debido a que permiten la evaluación simultánea de un gran 
número de compuestos con una consistente discriminación de activos e inactivos, sin 
comprometer en un primer momento el uso de animales de experimentación. Para este 
propósito, se emplean frecuentemente ensayos fenotípicos o basados en la diana. Los 
primeros suponen una ventaja frente a los segundos para la identificación de nuevos 
compuestos activos, ya que en el screening fenotípico el organismo completo se somete a la 
acción del compuesto, quedando por tanto expuestas la totalidad de dianas y rutas 
metabólicas de la célula (Sykes y Avery, 2013). De hecho, la mayoría de los fármacos 
utilizados en el tratamiento de las enfermedades provocadas por tripanosomátidos, 
presentan mecanismos de acción que a día de hoy son desconocidos o no del todo claros. 
Hasta el momento, los ensayos basados en la diana no han identificado candidatos para su 
desarrollo clínico, en parte por una falta de correlación entre la actividad de los mismos y los 
ensayos fenotípicos o in vivo (Don e Ioset, 2014). Una vez identificado el prototipo, las 
aproximaciones basadas en la diana son herramientas fundamentales para la elucidación de 
su modo de acción (Sykes y Avery, 2013). 
  Durante muchos años, el recuentro microscópico manual del número de parásitos 
viables ha sido el método de referencia empleado en el screening fenotípico, adecuado 
cuando el número de compuestos a evaluar es reducido. La estandarización de técnicas 
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colorimétricas y fluorimétricas basadas en la cuantificación de la actividad metabólica del 
parásito, o en la utilización de cepas modificadas genéticamente de forma estable, ha 
supuesto una optimización de los métodos clásicos en cuanto al número de compuestos a 
evaluar y a la mayor objetividad de los resultados obtenidos (Bustamante y Tarleton, 2011). 
El uso de cepas transgénicas para el cribado farmacológico está aceptado siempre que dicha 
modificación genética no suponga graves alteraciones en su comportamiento biológico con 
respecto al de la cepa parental (Zingales et al., 2009). Asimismo, la reciente implementación 
de técnicas de high-content analysis (HCA) ha supuesto un avance en el cribado 
farmacológico frente a T. cruzi, especialmente en las pruebas sobre el parásito intracelular 
(Bustamante y Tarleton 2011; Don e Ioset, 2014). 
  Los distintos tipos morfológicos que muestra T. cruzi a lo largo de su ciclo 
biológico, aportan múltiples y variados modelos de ensayos fenotípicos. A pesar de que el 
epimastigote es la forma que se encuentra en el vector, ésta se emplea con frecuencia en el 
cribado primario debido al mantenimiento relativamente sencillo de los cultivos. No 
obstante, su utilización no exime de una posterior evaluación de los compuestos activos 
sobre las formas de T. cruzi presentes en el hombre, antes de ensayarse en modelos in vivo.  
1.10.1.1. Ensayos de actividad en epimastigotes 
El recuento microscópico en cámara de Neubauer continúa siendo uno de los métodos a 
menudo empleados en el cribado farmacológico frente a epimastigotes (Pizzo et al., 2011; 
Fernandes et al., 2012; Salomão et al., 2013; Muro et al., 2014; Olmo et al., 2015; Wong-
Baeza et al., 2015). Sin embargo, en los últimos veinte años se ha conseguido la 
estandarización de ensayos basados en técnicas espectrofotométricas y fluorimétricas, que 
permiten realizar las pruebas en epimastigotes de una manera más rápida, objetiva y 
reproducible (Bustamante y Tarleton, 2011). 
  Muelas-Serrano et al. (2000) ponen a punto el ensayo colorimétrico de MTT 
[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] en epimastigotes de la cepa Y, el 
cual se basa en que la reducción de la sal de tetrazolio a cristales de formazán tiene lugar en 
presencia de células metabólicamente activas. Posteriormente, Vega et al. (2005) hacen lo 
propio con epimastigotes de la cepa CL transfectada con el gen de la -galactosidasa de 
Escherichia coli (Bucker et al., 1996), enzima que cataliza la hidrólisis del sustrato CPRG 
(rojo de clorofenol -D-galactopiranósido) a rojo de fenol. Existen otras cepas de T. cruzi 
transfectadas con genes que expresan proteínas fluorescentes como la tdTomato (cepas CL, 
Brasil, Tulahuen o Colombiana) o la proteína verde fluorescente (cepa Dm28c), que permiten 
su cuantificación mediante fluorimetría o citometría de flujo, así como realizar el 
seguimiento de la curva de crecimiento (Canavaci et al., 2010; Kessler et al., 2013), a 
diferencia de los ensayos anteriores con MTT o CPRG, que culminan con la lisis del parásito 
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(end-point assays) para proceder con su revelado (Muelas-Serrano et al., 2000; Vega et al., 
2005). También es posible monitorizar la cinética de los cultivos por nefelometría, siendo la 
absorbancia proporcional al número de epimastigotes suspendidos en el medio (Boiani et al., 
2006, 2010; Salas et al., 2008). Con la resazurina y los colorantes basados en resazurina 
como el alamarBlue

 y el PrestoBlue

, se introduce el uso de sustratos redox que 
experimentan una reacción colorimétrica emitiendo fluorescencia al mismo tiempo; Rolón et 
al. (2006a) estandarizan el ensayo en epimastigotes de la cepa Y con este indicador. 
1.10.1.2 Ensayos de actividad en tripomastigotes 
Entre las pruebas que se realizan con tripomastigotes encontramos experimentos con 
tripomastigotes metacíclicos, tripomastigotes derivados de cultivo celular (TDC) o 
tripomastigotes sanguíneos (TS). Mientras que las dos primeras formas de T. cruzi se 
obtienen estrictamente in vitro, los ensayos con TS requieren la infección previa de animales 
de experimentación. 
o Tripomastigotes metacíclicos 
Existen distintas maneras de obtener tripomastigotes metacíclicos in vitro, desde la 
metaciclogénesis espontánea que ocurre en los cultivos de epimastigotes en medio LIT que 
se encuentran en fase estacionaria (Camargo, 1964) hasta su estimulación con medios 
específicos como el Grace (Martínez-Díaz et al., 2001; Le-Senne et al., 2002; Hashimoto et 
al., 2015; Miranda et al., 2015) o pases sucesivos en TAU y TAU3AAG (Sykes y Avery, 2013; 
Muro et al., 2014; Olmo et al., 2015). Aunque los tripomastigotes metacíclicos no se suelen 
emplear directamente en los ensayos de actividad, en ocasiones se recurre a estas formas 
para la infección de cultivos celulares en los ensayos frente a amastigotes intracelulares 
(Muelas et al., 2002; Muro et al., 2014; Miranda et al., 2015; Olmo et al., 2015) o de ratones 
para obtener formas sanguíneas (Muro et al., 2014; Miranda et al., 2015). 
o Tripomastigotes derivados de cultivo celular 
Además de emplearse habitualmente para la infección celular inicial en las pruebas sobre 
amastigotes (Saraiva et al., 2007; da Silva et al., 2008; Soeiro et al., 2013; Bahia et al., 
2014b; Timm et al., 2014), a menudo se recurre a los TDC para los ensayos de actividad, y a 
su revelado en presencia de MTT (Salas et al., 2008; Rodríguez et al., 2009b; Aravena et al., 
2011) o resazurina (Miguel et al., 2010) como alternativa al recuento microscópico manual. 
Las cepas de T. cruzi modificadas genéticamente han posibilitado la estandarización de 
ensayos colorimétricos y fluorimétricos también a este nivel del cribado. Tal es el caso de las 
cepas transfectadas con el gen de la -galactosidasa de Escherichia coli y el ensayo de 
actividad puesto a punto por Buckner et al. (1996) en TDC. Algunas cepas transfectadas con 
Introducción 
 
 
- 88 - 
 
el gen de la proteína verde fluorescente son susceptibles de utilizarse en estos ensayos, 
como T. cruzi K-98 que expresa la proteína en todas sus formas (Miranda et al., 2015), a 
diferencia de T. cruzi Dm28c en la que la fluorescencia es exclusiva de las formas 
replicativas del parásito (Kessler et al., 2013).  
 Es importante señalar que debido a que el tripomastigote es la forma no replicativa 
de T. cruzi, los ensayos de actividad evalúan el efecto lítico de los compuestos. Por tanto, los 
sustratos empleados en el revelado de estas pruebas no pueden vehiculizarse en reactivos 
que provoquen la lisis del parásito, ya que no se obtendrían diferencias entre los grupos 
tratados y control. De esta manera, en el ensayo que emplea las cepas que expresan -
galactosidasa se incuban tripomastigotes y CPRG junto con/sin los compuestos a ensayar 
durante las 24 h de transcurso de la prueba (Buckner et al., 1996; Bettiol et al., 2009). 
o Tripomastigotes sanguíneos 
Indiscutiblemente, las formas sanguíneas son las más adecuadas para el ensayo de actividad 
en tripomastigotes. Éstas se emplean también para la infección de la célula hospedadora en 
el ensayo de actividad frente a amastigotes intracelulares (Soeiro et al., 2013; Timm et al., 
2014). No obstante, el uso de animales de experimentación que requieren estos 
experimentos muchas veces limita su uso.  
 Los experimentos sobre TS engloban ensayos de actividad realizados a 37 ºC en 
medio de cultivo y de quimioprofilaxis de sangre infectada realizados a 4º C en medio de 
cultivo o en presencia de sangre procedente de ratón. Tanto en unos como en otros, el 
recuento microscópico manual, bien en cámara de Neubauer o aplicando el método descrito 
por Brener (1962), se considera el gold standard para la evaluación del efecto lítico de los 
compuestos (Boiani et al., 2006; da Silva et al., 2008, 2012; Salomão et al., 2013; Soeiro et 
al., 2013; Muro et al., 2014; Timm et al., 2014; Olmo et al., 2015). 
1.10.1.3. Ensayos de actividad en amastigotes 
o Amastigotes intracelulares 
Los ensayos en amastigotes intracelulares son de gran relevancia en el screening 
farmacológico in vitro, al explorar la actividad del compuesto sobre la forma replicativa de T. 
cruzi en el hombre, además de proporcionar información sobre su interacción con la célula 
hospedadora y sobre el impacto que ésta puede ejercer en la disponibilidad del compuesto a 
nivel intracelular (Miranda et al., 2015). 
 Como se ha comentado anteriormente, Buckner et al. (1996) transfectan de forma 
estable las cepas CL y Tulahuen de T. cruzi con el gen de la -galactosidasa de Escherichia 
coli, logrando también la automatización del ensayo de actividad frente a amastigotes 
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intracelulares de ambas cepas. A pesar de que las células de mamífero presentan una -
galactosidasa endógena a nivel de los lisosomas, ésta alcanza su máximo de actividad a pH 
ácido, mientras que la enzima bacteriana lo hace a pH básico, no interfiriendo por tanto en 
la realización del ensayo (Ablett et al., 1998). Numerosos trabajos confirman la utilidad de 
estas cepas en la identificación de compuestos activos frente a la forma intracelular de T. 
cruzi (Rolón et al., 2006b; Saraiva et al., 2007; Bettiol et al., 2009; Romanha et al., 2010; 
Planer et al., 2014; Timm et al., 2014; Lavorato et al., 2015). De manera similar, existen 
otras cepas transfectadas con el gen de la luciferasa como la CL Brener, Dm28c o Brasil (ésta 
última en un primer trabajo identificada como cepa Y-luc) que facilitan el screening a este 
nivel mediante oxidación del sustrato luciferina, generando una luminiscencia proporcional 
al número de parásitos vivos (Bot et al., 2010; Canavaci et al., 2010; Andriani et al., 2011; 
Henriques et al., 2014; Vieira et al., 2014); aunque actualmente estos parásitos están 
teniendo mayor aplicación en los ensayos in vivo. A diferencia de las anteriores y como se 
introdujo en el apartado 1.10.1.1., otras cepas modificadas genéticamente y que expresan 
proteínas que no requieren de sustratos específicos para su detección (tdTomato, proteína 
verde fluorescente), también resultan muy útiles para seguir la infección celular, aplicando 
técnicas de imagen o citometría de flujo (Canavaci et al., 2010; Kessler et al., 2013; Villalta 
et al., 2013; Miranda et al., 2015). 
 Sin embargo, y a diferencia de las pruebas frente a parásitos extracelulares, el uso 
de sustratos como el MTT o la resazurina se encuentra limitado en los ensayos de actividad 
sobre amastigotes intracelulares (Bustamante y Tarleton, 2011), debido a que no es posible 
discriminar entre la actividad metabólica de célula y parásito. En este contexto resulta de 
interés el ensayo de resazurina estandarizado en Leishmania spp. por Bilbao-Ramos et al. 
(2012), quienes mediante una lisis selectiva de los macrófagos evalúan la actividad en 
amastigotes intracelulares cuantificando por fluorimetría su proliferación a promastigotes. 
 La introducción del HCA ha supuesto un claro avance en las pruebas de actividad 
frente a amastigotes intracelulares. Estos ensayos se basan en técnicas de imagen que 
permiten diferenciar entre células infectadas y no infectadas mediante tinción del ADN o el 
uso de anticuerpos, de acuerdo con la localización de marcadores específicos de la célula 
hospedadora o del parásito. Además de proporcionar información sobre la selectividad del 
compuesto, el HCA permite identificar alteraciones a nivel subcelular indicativas de 
mecanismos de acción específicos. Asimismo, cualquier cepa wild type de T. cruzi es 
susceptible de someterse a HCA sin necesidad de recurrir a cepas transgénicas (Bustamante 
y Tarleton, 2011; Don e Ioset, 2014). Recientemente, se han puesto a punto varios métodos 
basados en HCA aplicado al cribado de alto rendimiento o high throughput screening (HTS) 
que proporcionan información acerca del número total de células, amastigotes por célula 
infectada y porcentaje de células infectadas, capaces de obtener en un único experimento 
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resultados de actividad y citotoxicidad (Alonso-Padilla et al., 2015) o de discriminar entre 
parásitos extracelulares e intracelulares (Moraes et al., 2014). 
 A pesar de los avances producidos en los últimos años, el hecho de que la mayoría 
de las técnicas anteriormente referidas no se puedan aplicar a las cepas wild type de T. cruzi 
o el elevado coste de los equipos a menudo requeridos para la realización de estos ensayos, 
hacen que la tinción con Giemsa y el posterior recuento microscópico manual continúe 
siendo uno de los métodos de rutina empleados en el cribado farmacológico sobre 
amastigotes intracelulares (Soeiro et al., 2013; Bahia et al., 2014b; da Silva et al., 2014; 
Muro et al., 2014; Timm et al., 2014; Olmo et al., 2015). 
o Amastigotes extracelulares 
La obtención de amastigotes extracelulares in vitro ha posibilitado el manejo de esta forma 
de T. cruzi, sin la interferencia de la célula hospedadora. Su aislamiento y purificación por 
centrifugación en gradiente de metrizamida a partir del sobrenadante de cultivos celulares 
infectados (de Castro y Meirelles, 1990) o la inducción del proceso de amastigogénesis a 
partir de TDC en condiciones de pH ácido (Tomlinson et al., 1995) o de tripomastigotes 
metacíclicos incubados a 37 ºC en medio MEMTAU (Contreras et al., 2002) son algunos de 
los métodos descritos para su obtención. Mientras que los primeros, a menudo referidos en 
la literatura como amastigotes derivados de cultivo o amastigotes axénicos, son formas 
intracelulares liberadas al medio en una ruptura prematura de la célula, se ha demostrado 
que los amastigotes generados estrictamente al margen de la célula hospedadora comparten 
en gran medida características morfológicas y biológicas con los amastigotes intracelulares 
(Tomlinson et al., 1995; Contreras et al., 2002). La utilización de los primeros es preferible 
en la investigación en quimioterapia, aunque como ha quedado reflejado en el apartado 
anterior, los grandes avances producidos en las pruebas frente a amastigotes intracelulares 
hacen que este modelo no se encuentre muy difundido en los protocolos de cribado 
farmacológico y se emplee más en la exploración de los mecanismos de acción que los 
compuestos desencadenan en el parásito (de Castro y Meirelles, 1990; Santa-Rita et al., 
2006; Veiga-Santos et al., 2013). 
1.10.1.4. Pruebas de citotoxicidad inespecífica 
En los protocolos de cribado farmacológico in vitro, la citotoxicidad de un compuesto sobre 
células de mamífero se evalúa de forma paralela a su actividad. Estos experimentos resultan 
fundamentales a la hora de descartar que la actividad de un compuesto surja como 
consecuencia de un efecto meramente tóxico, y en el caso de los patógenos intracelulares, 
que éste resulte de daños producidos en la célula hospedadora. Por tanto, mediante los 
ensayos de citotoxicidad se pretende demostrar que el compuesto actúa de manera 
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selectiva, es decir, ejerce su actividad frente al parásito a unas concentraciones que no 
causan efecto tóxico sobre las células (Miranda et al., 2015). 
 Con respecto a los ensayos de citotoxicidad implementados en los protocolos de 
cribado farmacológico frente a T. cruzi, estas pruebas se realizan preferentemente en la 
misma célula que ejerce como hospedadora en el correspondiente ensayo sobre amastigotes 
intracelulares (Miranda et al., 2015). Debido a que T. cruzi es capaz de infectar un amplio 
espectro de células nucleadas, en la literatura se encuentran ensayos de actividad en células 
procedentes de líneas continuas o de cultivos primarios de origen diverso, tanto fagocíticas 
como no fagocíticas y en concordancia con los mismos, pruebas de citotoxicidad en células 
de mamífero de distinta naturaleza. Puesto que la obtención de cultivos primarios supone la 
utilización de animales de experimentación, existe una mayor tendencia hacia la realización 
de estas pruebas en líneas celulares continuas. No obstante, resulta de gran interés la 
realización de estos ensayos en cultivos primarios de células cardíacas (da Silva et al., 2012, 
2014; Soeiro et al., 2013; Timm et al., 2014) o de macrófagos peritoneales (da Silva et al., 
2007, 2008; Salomão et al., 2013), debido al papel que desempeñan en la enfermedad de 
Chagas y la importancia de que un compuesto activo frente a T. cruzi resulte inocuo para las 
mismas. Como alternativa, el uso de líneas celulares continuas proporciona un acceso a los 
cultivos de forma inmediata y responde ante la elevada demanda de células que requieren 
los ensayos in vitro (Allen et al., 2005). Entre las líneas empleadas con más frecuencia en los 
ensayos de citotoxicidad para la selección de agentes tripanocidas, encontramos macrófagos 
murinos J774 (Muelas et al., 2001, 2002; Boiani et al., 2006; Gómez-Barrio et al., 2006) y 
preferentemente células no fagocíticas como fibroblastos murinos L929 (Rolón et al., 2006b; 
Romanha et al., 2010; Lavorato et al., 2015), fibroblastos murinos 3T3 (Bettiol et al., 2009; 
Planer et al., 2014), células Vero de riñón de mono verde (da Silva et al., 2007; Bot et al., 
2010; Pizzo et al., 2011; Muro et al., 2014; Olmo et al., 2015) o mioblastos L6 de rata 
(Zuccotto et al., 2001; Khabnadideh et al., 2005; Keenan et al., 2012). 
 En los trabajos anteriormente referidos se emplean diferentes métodos para 
explorar la citotoxicidad de los compuestos, desde los clásicos basados en el uso de 
colorantes vitales como el azul tripán y el recuento microscópico manual en cámara de 
Neubauer de las células viables (da Silva et al., 2007, 2008), los que cuantifican la actividad 
metabólica mediante espectrofotometría en presencia de MTT (Muelas et al., 2001; Boiani et 
al., 2006; Gómez-Barrio et al., 2006; da Silva et al., 2012, 2014; Salomão et al., 2013; Soeiro 
et al., 2013) o por espectrofluorimetría con resazurina (Rolón et al., 2006b; Bettiol et al., 
2009; Bot et al., 2010; Keenan et al., 2012; Planer et al., 2014), o los más sofisticados que 
recurren a la citometría de flujo tras incubar las células con yoduro de propidio/diacetato de 
fluoresceína (Muro et al., 2014; Olmo et al., 2015) o a técnicas de HCA (Alonso-Padilla et al., 
2015). 
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1.10.2. Métodos in vivo 
El gran desarrollo que han experimentado los métodos in vitro ha permitido que en los 
protocolos secuenciales de cribado farmacológico los métodos in vivo queden relegados a 
una fase posterior, a la que únicamente se someten aquellos compuestos que han mostrado 
una remarcable selectividad in vitro. 
 Existe una gran variedad de modelos animales que pretenden simular el curso de la 
enfermedad de Chagas en humanos; sin embargo, hasta el momento ninguno se ha 
constituido como modelo óptimo para predecir los resultados del tratamiento antichagásico. 
Por cuestiones prácticas, el ratón es el modelo comúnmente utilizado en los experimentos 
de cribado farmacológico. En comparación con animales de mayor tamaño, el uso de ratones 
es más económico, permite trabajar con un mayor número de individuos y ofrece una 
manipulación y mantenimiento más sencillo. Indiscutiblemente, cualquier experimento in 
vivo ha de cumplir con las consideraciones éticas pertinentes, siendo éstas más restrictivas 
si cabe en lo relativo al uso de animales de gran tamaño (Chatelain y Konar, 2015). 
Tabla 4. Ventajas e inconvenientes de los modelos in vivo (Chatelain y Konar, 2015). 
Animal Ventajas Inconvenientes 
Ratón, rata,          
hámster, cobaya, 
conejo 
Imita diversos aspectos de la 
infección humana: inmunológicos, 
patológicos y fisiológicos. 
El modelo agudo proporciona 
resultados de forma rápida. 
En comparación con animales de 
mayor tamaño: 
− Práctico: manipulación y 
mantenimiento sencillo. 
− Económico, permite trabajar con 
un número mayor de individuos. 
− Requerimiento de menores 
cantidades de fármaco. 
Algunos modelos de infección 
aguda no reflejan el curso de la 
enfermedad en humanos. 
Ausencia de correlación entre la 
parasitemia y la severidad de las 
manifestaciones. 
Los modelos crónicos para la 
evaluación de tratamientos 
experimentales son largos y caros 
y por tanto, a menudo no 
compatibles con los procedimientos 
iterativos de optimización de 
compuestos. 
Pollo Puede resultar útil en la elucidación 
de la patogénesis de la enfermedad 
(procesos autoinmunes). 
Los animales con inserciones de 
ADNk en su genoma desarrollan una 
cardiomiopatía similar a la humana. 
Modelo no adecuado para la 
evaluación de la actividad 
tripanocida. 
Perro Buen modelo para estudiar los 
mecanismos inmunopatogénicos 
involucrados en la fase crónica. 
Reproducción de los hallazgos 
clínicos e inmunológicos descritos 
en pacientes chagásicos. 
Consideraciones de carácter ético     
y económico. 
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Tabla 4. Continuación.  
Primates                             
no humanos 
Pueden contribuir al desarrollo de 
terapias para el tratamiento de la 
enfermedad en humanos. 
Los cambios en el ECG se 
correlacionan con las lesiones. 
Algunos no son susceptibles al 
desarrollo de la enfermedad. 
Consideraciones de carácter ético  
y económico. 
 
1.10.2.1. Toxicidad aguda 
De acuerdo con la definición de Walum (1998), la toxicidad aguda engloba cualquier efecto 
adverso ocurrido de forma inmediata o en un corto periodo de tiempo después de la 
exposición única o breve a una sustancia, así como los efectos adversos ocurridos poco 
después de administrar una sustancia en una única o en múltiples dosis durante 24 h. 
 La determinación de la toxicidad aguda debe considerarse como el primer paso a 
realizar en el protocolo de experimentos in vivo, con el fin de excluir aquellos compuestos 
que resulten tóxicos para el hospedador vertebrado (Romanha et al., 2010). La MTD o el 
NOAEL (no observed adverse effects level) son algunas de la determinaciones que definen la 
toxicidad aguda de los compuestos y sus experimentos se realizan con frecuencia 
previamente a los ensayos de eficacia como antichagásicos (Batista et al., 2010; da Silva et 
al., 2012, 2013, 2014; Timm et al., 2014). La metodología aplicada para definir estos 
parámetros cumple además con el “Principio de las 3R” (reducir, refinar y reemplazar) en lo 
relativo al uso de animales en los ensayos de toxicidad aguda (Romanha et al., 2010). 
1.10.2.2. Modelo murino de infección aguda 
Los modelos murinos de infección aguda permiten evaluar de un modo sencillo y rápido la 
parasitemia y la mortalidad asociadas a la eficacia del tratamiento. Estos experimentos se 
diseñan de tal manera que la combinación entre las cepas de ratón y parásito empleadas, 
suponga niveles elevados de parasitemia durante el mes posterior a la infección. A pesar de 
que la parasitemia y la mortalidad asociada son parámetros indicativos de la actividad anti-T. 
cruzi, ninguno proporciona información acerca de la capacidad de los compuestos para 
inducir cura parasitológica. Además, puesto que la fase aguda en humanos resulta fatal en 
un bajo porcentaje de los casos (< 10%), a diferencia del modelo murino, éste no reproduce 
fielmente el curso de la infección humana. No obstante, el ratón es considerado el modelo 
más adecuado para los ensayos iniciales del cribado farmacológico in vivo (Bustamante y 
Tarleton, 2011; Chatelain y Konar, 2015). 
 Con el fin de armonizar los experimentos realizados en el modelo murino de 
infección aguda, Romanha et al. (2010) proponen un protocolo basado en tres ensayos 
secuenciales en ratones Swiss: (i) eficacia para reducir los niveles de parasitemia, (ii) eficacia 
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para producir la cura parasitológica (ambos experimentos realizados en ratones infectados 
con T. cruzi cepa Y) y (iii) eficacia para producir la cura parasitológica en ratones infectados 
con la cepa Colombiana (DTU TcI, resistente al BZ). Como se ha venido comentando a lo 
largo de esta memoria, una vez concluida la fase aguda, los métodos empleados para 
evaluar la cura parasitológica de los animales supervivientes se basan en el repunte de la 
parasitemia tras la inmunosupresión con ciclofosfamida, que junto con la cuantificación 
directa mediante examen microscópico y técnicas de PCR en sangre o tejidos, permite 
detectar la parasitemia residual (Romanha et al., 2010; Bustamante y Tarleton, 2011; 
Chatelain y Konar, 2015). Recientemente, Chatelain y Konar (2015) sugieren que de acuerdo 
con la esperanza de vida media en ratón (23 años) el seguimiento debería realizarse 
durante los 612 meses post-tratamiento, sin inducir inmunosupresión y evaluando su 
capacidad para prevenir la enfermedad cardíaca y/o digestiva, a fin de obtener un modelo 
más representativo de la evolución clínica en humanos. No obstante, el retraso que 
supondría en la obtención de resultados, junto con la mayor laboriosidad y coste de los 
experimentos, son claras desventajas de dicha propuesta. 
 Como alternativa a los ensayos clásicos, el uso de parásitos transgénicos también 
ha irrumpido en los modelos in vivo de infección aguda. La utilización de cepas que 
expresan la enzima -galactosidasa se plantea como una alternativa a la tinción clásica de 
hematoxilina-eosina empleada en histología, aludiendo a una mejor visualización de los 
amastigotes en tejido y a la detección de parásitos viables mediante su tinción con X-Gal 
(Buckner et al., 1999). Sin duda alguna, la aparición de cepas que permiten monitorizar en 
tiempo real el curso de la infección mediante técnicas de imagen basadas en la emisión de 
fluorescencia (T. cruzi-tdTomato) o bioluminiscencia (T. cruzi-luciferasa) supone un claro 
avance en este contexto, debido a su mayor sensibilidad en la detección de la parasitemia, la 
aplicación de métodos no invasivos en el seguimiento y la no manipulación de sangre 
infectada, así como a la información que facilitan acerca de la distribución del parásito en el 
animal (Bustamante y Tarleton, 2011; Chatelain y Konar, 2015). Estas técnicas en ocasiones 
proporcionan resultados relacionados con la cura parasitológica (inhibición en la replicación 
de los amastigotes) de una forma rápida y eficaz, sin necesidad de recurrir a los esquemas 
de inmunosupresión que prolongan los experimentos en fase aguda, habiendo mostrado 
además buena correlación entre ambas metodologías (Canavaci et al., 2010). 
1.10.2.3. Modelo murino de infección crónica 
A pesar de que el principal problema de los fármacos de referencia antichagásicos reside en 
su ineficacia como tratamiento en la fase crónica de la enfermedad, varios investigadores 
sostienen que el modelo in vivo de infección crónica no contribuye de manera significativa a 
la identificación de nuevos compuestos con actividad tripanocida, objetivo primordial del 
cribado farmacológico, siendo sin embargo este modelo más relevante en el estudio de la 
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patogénesis de la enfermedad (Romanha et al., 2010). De hecho, la mayoría de los estudios 
emplean modelos murinos de infección aguda debido a que el modelo crónico generalmente 
se considera inapropiado como procedimiento para la optimización de compuestos 
(Chatelain y Konar, 2015). A pesar de todo, Chatelain (2015) se reafirma en la necesidad de 
que los compuestos sean capaces de erradicar los parásitos en su administración durante la 
fase crónica de la infección en ratón. 
 La fase crónica sobreviene cuando la infección experimental se realiza con un 
número reducido de parásitos o los tratamientos administrados durante la fase aguda no 
producen la cura parasitológica. En comparación con los ensayos realizados en fase aguda, 
los experimentos que evalúan la eficacia de un compuesto en fase crónica requieren de más 
tiempo hasta la obtención de resultados, debido a que el ratón tarda varios meses en entrar 
en esta fase y los regímenes de tratamiento son más prolongados (Chatelain y Konar, 2015) 
 En el modelo murino, el comienzo de la fase crónica depende de la combinación 
parásito/hospedador. La variabilidad que existe en la transición entre las formas aguda y 
crónica, hace que sea difícil estandarizar un modelo unificado in vivo de infección crónica 
(Chatelain y Konar, 2015). Como ejemplo, Villalta et al. (2013) inoculan 50 TS de la cepa 
Tulahuen en ratones BALB/c, frente a los 1 × 105 del experimento en fase aguda, 
consiguiendo así un elevado porcentaje de individuos entrando en fase crónica para 
comenzar el tratamiento en el día 90 p.i. De manera similar proceden Bustamante et al. 
(2007) y Fauro et al. (2013) con ratones Swiss, administrando los tratamientos a partir de los 
días 180 y 90 p.i., respectivamente. Por su parte, Bahia et al. (2012) comienzan el 
tratamiento de ratones Swiss infectados con la cepa VL-10 el día 120 p.i., basándose en el 
curso de la enfermedad en humanos y su entrada en la fase indeterminada a los  23 meses 
de la infección inicial. 
 La parasitemia subpatente característica de la infección crónica, hace que los 
métodos utilizados para evaluar la eficacia del tratamiento en esta fase requieran de la 
inmunosupresión con ciclofosfamida. Una vez reactivada la parasitemia, se aplican las 
mismas técnicas empleadas para evaluar la cura parasitológica de los tratamientos en la  
fase aguda: recuento parasitológico, detección de ADN parasitario por PCR, hemocultivo, 
serología o histología (Bahia et al., 2012; Fauro et al., 2013; Villalta et al., 2013). 
 Una vez más, las cepas de T. cruzi transfectadas con el gen de la luciferasa 
muestran gran aplicación en el modelo de infección crónica. Concretamente, la reciente 
modificación de la cepa CL Brener con el gen de una variante de la enzima que genera 
luminiscencia roja (frente a la luciferasa común, cuya señal emite en la región azul-verde del 
espectro) y de mayor poder de penetración a través de los tejidos, ha posibilitado la puesta a 
punto de una técnica de imagen in vivo que permite detectar la carga parasitaria en tiempo 
real y su localización en las vísceras con una elevada sensibilidad (límite de detección 
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100100.000 parásitos). La combinación de esta técnica de imagen con protocolos de 
inmunosupresión post-tratamiento, supone una herramienta sumamente eficaz para la 
evaluación de la cura parasitológica de los tratamientos realizados en fase crónica (Lewis et 
al., 2014, 2015). 
1.10.2.4. Modelos no murinos  
Una vez confirmada la eficacia del tratamiento para curar la infección por T. cruzi en el 
modelo murino, éste debe ser evaluado en un modelo in vivo más próximo al humano, con 
el fin de evitar fallos terapéuticos en los ensayos clínicos posteriores (Bahia et al., 2014a). 
Bustamante y Tarleton (2014) expresan la necesidad de que los tratamientos sean ensayados 
al menos en un modelo murino y un modelo de primate no humano antes de ser evaluados 
en humanos. En este sentido, Chatelain y Konar (2015), afirman que los perros y los 
primates no humanos muestran una progresión a la fase crónica más semejante al curso de 
la enfermedad humana, considerándoles por ello como los mejores modelos in vivo. No 
obstante, los mismos autores exponen que la idoneidad de un modelo no necesariamente ha 
de significar la fiel reproducción de la enfermedad humana, sino la capacidad para 
responder a la hipótesis planteada en cada caso, y que en el campo de la quimioterapia 
experimental de la enfermedad de Chagas demuestre los siguientes aspectos: (i) eficacia 
similar o superior a la del tratamiento con BZ, (ii) supresión de la parasitemia y/o mejora de 
los síntomas asociados a la fase crónica, (iii) distribución del fármaco en tejidos y (iv) 
correlación entre las propiedades farmacocinéticas y la eficacia.  
 Con respecto al modelo canino, el perro desarrolla unos niveles de parasitemia, 
manifestaciones clínicas, respuesta inmunológica y lesiones cardíacas en ambas fases que 
son comparables a las de la infección por T. cruzi en humanos (Guedes et al., 2012). 
Además, la respuesta que este modelo presenta al tratamiento con BZ se correlaciona en 
mayor medida con los resultados obtenidos en los pacientes, ya que alcanza un 68,75% y un 
37,50% de curas parasitológicas en las fases aguda y crónica, respectivamente, y no previene 
la cardiomiopatía asociada a la fase crónica (ver apartado 1.8.1. y resultados de BENEFIT) 
(Guedes et al., 2002; Santos et al., 2012). A juzgar por estos hallazgos, el perro resulta un 
buen modelo in vivo y como se ha comentado anteriormente, ha sido utilizado en los 
estudios preclínicos de varios candidatos como el albaconazol, ravuconazol o K777 (Guedes 
et al., 2011; Bahia et al., 2014a).  
 Además de actuar como reservorios naturales de la enfermedad, entre los primates 
no humanos, los monos del Nuevo Mundo  Callithrix penicillata, Cebus apella y Saimiri 
sciureus  son utilizados en la infección experimental por T. cruzi. Junto a los anteriores, 
otros primates como el macaco Rhesus (Macaca mullata) y los babuinos (Papio spp.) 
desarrollan alteraciones cardíacas como consecuencia de la infección, incluidos cambios en 
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el ECG y muerte ocasional por cardiomiopatía crónica, además de megacolon y megaesófago 
en el caso de los últimos (Teixeira et al., 2006a). Las similitudes encontradas en el progreso 
de la infección en estos animales y la enfermedad de Chagas humana, sugiere su importante 
contribución al desarrollo de nuevas terapias antichagásicas (Chatelain y Konar, 2015). 
1.10.3. Métodos in silico 
En el ámbito de la Farmacología, los métodos in silico hacen referencia a técnicas 
computacionales aplicadas a la recopilación, análisis e integración de datos biológicos 
procedentes de diversas fuentes, destinadas al desarrollo virtual de modelos y simulaciones 
capaces de predecir o plantear hipótesis, con el fin último de proporcionar hallazgos y 
avances relativos a la medicina y terapéutica (Ekins et al., 2007). 
 En los últimos años, el cribado virtual (CV) se ha introducido como una herramienta 
de apoyo al HTS, que se sirve de diversos métodos computacionales para dirigir la selección 
y evaluación de moléculas pertenecientes a grandes bases de datos (BD), dando prioridad al 
ensayo en los correspondientes modelos experimentales a aquellas que muestran mayor 
probabilidad de ser activas. De acuerdo con Talevi y Bruno-Blanch (2009), la incorporación 
del CV aporta los siguientes beneficios a los protocolos de cribado farmacológico: 
 Rapidez en la selección de las moléculas a ensayar. 
 Reducción del coste de la metodología empleada. 
 Adquisición y/o síntesis racional de los productos a evaluar experimentalmente. 
 Aplicabilidad a las estrategias de drug-repurposing. 
 Según se tenga o no conocimiento de la estructura de la proteína sobre la que 
actúan los fármacos, el CV puede realizarse de acuerdo a técnicas basadas en la diana o 
basadas en el ligando, siendo ambas metodologías igualmente válidas (Ekins et al., 2007). 
1.10.3.1. Métodos basados en la diana 
Estos métodos, entre los que se encuentra el conocido como docking, se aplican en aquellos 
casos en que la estructura tridimensional de la diana biológica está disponible (Willett, 
2006). Entre otras técnicas, la cristalografía de rayos X aporta información sobre la 
estructura de la proteína o del complejo proteína-ligando, contribuyendo a la identificación 
del farmacóforo mediante exploración de las regiones del ligando que interaccionan 
directamente con la proteína, y viceversa (Escalona et al., 2003). 
 El docking resulta de gran interés cuando las dianas farmacológicas son enzimas, 
mientras que presenta ciertas limitaciones cuando éstas consisten en receptores de 
membrana (Talevi y Bruno-Blanch, 2009). Un ejemplo lo constituye la elucidación de la 
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estructura cristalina de la cruzipaína y su validación como diana terapéutica, hecho que ha 
derivado en estudios de docking para la identificación de inhibidores a partir de bibliotecas 
químicas (Branquinha et al., 2015). 
1.10.3.2. Métodos basados en el ligando 
Se aplican cuando se desconoce la estructura de la diana y comprenden: (i) métodos basados 
en la búsqueda del farmacóforo, mediante superposición geométrica de las moléculas en 
una o múltiples conformaciones, para la identificación de aquellas regiones que son 
indispensables en su actividad, (ii) métodos de aprendizaje automático, en los que se 
establece una regla de clasificación de acuerdo con las propiedades de una serie de 
entrenamiento constituida por moléculas activas e inactivas y (iii) métodos basados en la 
similitud estructural de las moléculas con un compuesto de referencia con actividad 
reconocida (Willett, 2006). 
 El denominador común de los métodos basados en el ligando es el “Principio de 
Similitud” (Similarity-Property Principle) formulado por Johnson y Maggiora, que sostiene 
que las moléculas que son estructuralmente similares han de poseer propiedades similares 
(Ekins et al., 2007). 
o Modelos QSAR de predicción de actividad para el cribado virtual basado en el ligando 
Los métodos in silico que relacionan la estructura química de las moléculas con su actividad 
biológica pueden dividirse en dos grandes grupos: los métodos de modelado molecular o 
SAR (Structure-Activity Relationship) y los métodos QSAR (Quantitative Structure-Activity 
Relationship). Con respecto a los últimos, estos métodos consisten en la construcción de 
modelos matemáticos que relacionan la estructura de las moléculas con sus propiedades 
químicas y efectos biológicos (Escalona et al., 2003; Ekins et al., 2007). 
 En otras palabras, los métodos QSAR establecen que la actividad biológica del 
fármaco es una función dependiente de las características estructurales de la molécula 
(Escalona et al., 2003), y la predicción de actividad se realiza mediante el cálculo de 
descriptores moleculares (DM) y la aplicación de técnicas estadísticas o quimiométricas 
(Ekins et al., 2007). Éstos a su vez pueden dividirse en dos grupos de acuerdo con el tipo de 
DM (o índices) sobre los que se construyen los modelos: 
 QSAR-2D: los modelos se generan mediante DM calculados a partir de la estructura 
química de las moléculas, siendo éstos por tanto independientes de su orientación 
tridimensional y conformación (Dudek et al., 2006; Talevi y Bruno-Blanch, 2009). El QSAR-
2D se basa en la utilización de descriptores fisicoquímicos claramente definidos y en 
comparación con el QSAR-3D, son métodos más sencillos, rápidos y susceptibles de 
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automatización, habiéndose considerado tradicionalmente como los más adecuados para 
el CV de grandes BD (Verma et al., 2010). Uno de los programas ampliamente difundidos 
para el cálculo de este tipo de DM en la construcción de modelos de predicción de 
actividad es el software TOMOCOMD-CARDD
 
(TOpological MOlecular COMputer Design – 
Computer Aided “Rational” Drug Design) que, en combinación con técnicas estadísticas 
como el análisis discriminante lineal (ADL), ha dado lugar a la identificación de 
potenciales agentes antiparasitarios mediante CV de diversas series de síntesis, entre los 
que también encontramos compuestos activos frente a T. cruzi (Montero-Torres et al., 
2005; Vega et al., 2006; Roldos et al., 2008; Gastillo-Garit et al., 2010, 2011, 2012, 
2015). 
 QSAR-3D: los DM se obtienen a partir de la estructura tridimensional de la molécula y 
requieren de un análisis conformacional previo a su cálculo (Talevi y Bruno-Blanch, 2009). 
Teóricamente derivan en mejores modelos de predicción, al construirse sobre DM más 
representativos de las características que adquiere la molécula en su interacción con la 
correspondiente proteína. Sin embargo no siempre es así, al depender los resultados del 
correcto alineamiento de las moléculas (Dudek et al., 2006; Ekins et al., 2007; Verma et 
al., 2010). Ejemplos de QSAR-3D son los métodos CoMFA (Comparative Molecular Field 
Analysis) y CoMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis), basados en la 
cuantificación de los campos electrostáticos, estéricos e interacciones hidrofóbicas de las 
moléculas (Dudek et al., 2006; Verma et al., 2010). Ambas estrategias también han sido 
utilizadas en la quimioterapia experimental de la enfermedad de Chagas,  para predecir la 
actividad de compuestos inhibidores de la cruzipaína (Méndez-Lucio et al., 2011) o de la 
HK (Hudok et al., 2006). 
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he is also a child confronting natural phenomena 
that impress him as though they were fairy tales” 
- Marie Curie - 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Cribado farmacológico de moléculas de síntesis 
2.1.1. MATERIAL BIOLÓGICO 
2.1.1.1. El parásito: Trypanosoma cruzi 
Para la realización de este trabajo se han utilizado tres cepas de Trypanosoma cruzi, de 
comportamiento biológico diferente y distinta susceptibilidad a los fármacos antichagásicos 
de referencia, ampliamente extendidas en el campo de la quimioterapia experimental. 
 Las cepas CL Brener y Tulahuen, ambas pertenecientes al DTU TcVI y sensibles a 
benznidazol (BZ) y nifurtimox (NX), fueron utilizadas en las pruebas in vitro. La cepa Y (DTU 
TcII) de moderada resistencia al BZ, se eligió para la realización de ensayos in vitro e in vivo. 
 Cepa CL clon B5 lacZ 
Tanto la cepa CL parental de T. cruzi, aislada en el año 1963 por Brener y Chiari a partir de 
un ejemplar de Triatoma infestans en Rio Grande do Sul (Brasil), como el clon CL Brener 
aislado a partir de la anterior, presentan características interesantes en cuanto a su 
capacidad para infectar células de mamífero, diferenciación in vitro y sensibilidad al NX y BZ 
(Zingales et al., 1997).  
 Posteriormente, Buckner et al. (1996) modifican genéticamente esta cepa de T. cruzi 
mediante la inserción del gen de la enzima -galactosidasa (lacZ) de Escherichia coli. La 
expresión de esta enzima por el parásito permite la hidrólisis del sustrato cromogénico rojo 
de clorofenol -D-galactopiranósido (CPRG) a rojo de fenol, con un consiguiente cambio de 
color que va del amarillo al rojo (Fig. 20). La intensidad del color, directamente proporcional 
al número de parásitos, permite estimar los porcentajes de actividad de los compuestos 
mediante cuantificación de la absorbancia por espectrofotometría (Buckner et al., 1996). 
 La cepa CL clon B5 lacZ (CL-B5 lacZ) de T. cruzi fue cedida a nuestro laboratorio a 
través del Instituto Conmemorativo Gorgás, Panamá. 
 Cepa Tulahuen clon C4 lacZ 
La cepa Tulahuen de T. cruzi es originaria del norte de Chile y fue aislada por Pizzi en 1945 
a partir de un ejemplar de Triatoma infestans. Esta cepa fue igualmente modificada por 
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Buckner et al. (1996) dando lugar a la cepa Tulahuen clon C4 lacZ, capaz de expresar la 
enzima -galactosidasa (Fig. 20).  
 
Fig. 20. Reacción colorimétrica experimentada por el sustrato CPRG en presencia de parásitos 
pertenecientes a las cepas CL-B5 lacZ y Tulahuen C4 lacZ. 
 Los ensayos de actividad realizados con la cepa Tulahuen C4 lacZ  se llevaron a 
cabo en el Laboratorio de Biología Celular del Instituto Oswaldo Cruz (LBC/IOC/Fiocruz, Rio 
de Janeiro, Brasil), supervisados por la Dra. Maria de Nazaré C. Soeiro. 
 Cepa Y 
La cepa Y de T. cruzi fue aislada a partir de un caso agudo procedente de Marilia (Brasil) y 
caracterizada por Silva y Nussenzweig (1953). Debido a su alta virulencia, en este trabajo ha 
sido utilizada para las pruebas in vivo, siendo capaz de originar elevadas parasitemias y una 
alta tasa de mortalidad durante la fase aguda de la infección murina (Brener, 1962).  
 Parte de los ensayos in vivo, así como los ensayos in vitro realizados con la cepa Y, 
se realizaron en el LBC/IOC/Fiocruz, bajo la supervisión de la Dra. Maria de Nazaré C. Soeiro. 
2.1.1.2.  Líneas celulares 
Para las pruebas de citotoxicidad inespecífica y como células hospedadoras de T. cruzi, se 
emplearon las siguientes líneas celulares de mamíferos: macrófagos murinos J774 y 
fibroblastos murinos NCTC clon 929 (L929). 
 Macrófagos murinos J774 
Esta línea celular de crecimiento continuo y adherente, constituida por macrófagos 
peritoneales de origen murino (Mus musculus), fue obtenida por Ralph en el año 1968 y 
cedida a nuestro laboratorio por el Centro Nacional de Microbiología del Instituto de Salud 
Carlos III, Madrid. 
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 Fibroblastos murinos NCTC clon 929 (L929)  
La línea celular NCTC-929, también denominada L929, fue originada por Sanford y Earl en 
1948 a partir de la línea parental L formada por fibroblastos procedentes de tejido conectivo 
murino (Mus musculus) (Sandford et al., 1948). Dicha línea celular, de crecimiento continuo y 
capacidad adherente, fue cedida a nuestro laboratorio por la Facultad de Odontología de la 
UCM. 
2.1.1.3.  Cultivos primarios de células cardíacas 
Diversos ensayos de citotoxicidad, así como pruebas de actividad frente a amastigotes 
intracelulares llevados a cabos en el LBC/IOC/Fiocruz, se realizaron en cultivos primarios de 
células cardíacas (CC) procedentes de tejido embrionario de origen murino (Mus musculus).  
 Las células musculares requieren de su anclaje a un sustrato sólido para llevar a 
cabo su proliferación, metabolismo y diferenciación. El uso de tejidos embrionarios permite 
el seguimiento del proceso de miogénesis, con la ventaja de ser estéril desde el inicio de su 
aislamiento. Las células aisladas a partir de este tipo de tejido presentan una gran capacidad 
de adhesión al sustrato, alta motilidad, elevada multiplicación y diferenciación celular in 
vitro (Araújo-Jorge y de Castro, 2000). 
2.1.1.4.  Hospedador experimental: Mus musculus 
Los ensayos in vivo fueron realizados en ratones Swiss no consanguíneos (Mus musculus, 
cepa NMRI). Los animales se alojaron en jaulas de plástico provistas de cama limpia, agua y 
comida ad libitum, mantenidas en estancias con condiciones estables de temperatura (2024 
ºC), humedad (55 ± 10%), renovación de aire y fotoperiodo (12 h luz/12 h oscuridad).  
 Todos los procedimientos que supusieron el uso de ratones fueron realizados de 
acuerdo con las Directivas 86/609/CEE y 2010/63/UE, controlados en España por los RD 
1201/2005 de 10 de octubre y el actualmente vigente RD 53/2013 de 1 de febrero, por los 
que se establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados 
para experimentación y otros fines científicos. 
 Para los ensayos de actividad y toxicidad in vivo realizados durante la estancia en el 
LBC/IOC/Fiocruz se emplearon ratones Swiss (Centro de Criação de Animais de Laboratório - 
CECAL/Fiocruz) alojados en jaulas de plástico provistas de cama limpia, agua y comida ad 
libitum, mantenidos en similares condiciones controladas de temperatura, humedad, 
renovación de aire y fotoperiodo. Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo 
con las normas establecidas por el Comité de Ética de Fiocruz para el Uso de Animales (CEUA 
LW16/14) y fueron supervisados por la Dra. Maria de Nazaré C. Soeiro. 
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2.1.2. MEDIOS DE CULTIVO 
2.1.2.1.  Medio empleado para el mantenimiento de T. cruzi 
 Liver Infusion Tryptose (LIT) 
 LIT madre 
  _______________________________________________________  
 NaCl ..................................................................................... 4,06 g 
 KCl ........................................................................................ 0,46 g 
 Na2HPO4 ............................................................................... 8,06 g 
 Glucosa ................................................................................ 2,00 g 
 Triptosa ................................................................................. 5,00 g 
 Infusión de hígado ................................................................. 5,00 g 
 Agua destilada .................................................................. 1000 mL 
 Solución de hemina 2,5% (NaOH 1 N).....................................1 mL 
  _______________________________________________________  
 Autoclavar (12 min, 121 ºC, 1 atm). 
 LIT suplementado 
  _______________________________________________________  
 LIT madre ........................................................................... 900 mL 
 Suero bovino fetal (SBF) inactivado (30 min, 56 ºC) ............ 100 mL 
 Penicilina ....................................................................... 100 UI/mL 
 Estreptomicina ............................................................... 100 g/mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,4. 
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m. 
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
2.1.2.2. Medios empleados para el mantenimiento de cultivos celulares 
 Minimal Essential Medium (MEM) 
   _______________________________________________________  
 MEM sin rojo de fenol ............................................................ 7,52 g 
 HEPES ................................................................................. 4,00 g 
 L-Glutamina .......................................................................... 0,30 g 
 NaHCO3 ................................................................................ 1,20 g 
 Penicilina ....................................................................... 100 UI/mL 
 Estreptomicina ............................................................... 100 g/mL 
 SBF inactivado (30 min, 56 ºC) ............................................ 100 mL 
 Agua destilada .........................................................c.s.p. 1000 mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,2. 
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m. 
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
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 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
  _______________________________________________________  
 RPMI 1640 sin rojo de fenol.................................................. 8,32 g 
 HEPES ................................................................................. 4,00 g 
 NaHCO3 ............................................................................... 1,20 g 
 Penicilina........................................................................ 100 UI/mL 
 Estreptomicina ............................................................... 100 g/mL 
 SBF inactivado (30 min, 56 ºC) ............................................100 mL 
 Agua destilada ........................................................ c.s.p. 1000 mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,2. 
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m.  
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium completo (DMEM) 
  _______________________________________________________  
 Medio DMEM .................................................................... 1000 mL 
 Suero equino inactivado (30 min, 56 ºC) .................................. 10% 
 SBF inactivado (30 min, 56 ºC) .................................................. 5% 
 CaCl2 25 mM ........................................................................... 10% 
 L-Glutamina 200 mM ................................................................. 1% 
 Extracto embrionario de pollo .................................................... 2% 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,2. 
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m.  
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
2.1.3. SOLUCIONES, COLORANTES Y REACTIVOS 
2.1.3.1.  Soluciones 
 PBS (Phosphate-buffer saline) 
 PBS 10x (Solución stock) 
  _______________________________________________________  
 NaCl ....................................................................................80,00 g 
 KCl ....................................................................................... 2,00 g 
 Na2HPO4 .............................................................................14,40 g 
 KH2PO4 ................................................................................ 2,40 g 
 Agua destilada .................................................................. 1000 mL 
  _______________________________________________________  
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 PBS 1x (Solución de uso) 
  _______________________________________________________  
 PBS 10x .............................................................................. 100 mL 
 Agua destilada ......................................................... c.s.p.1000 mL 
  _______________________________________________________  
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m.  
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
 Solución Tritón X-100 
 Solución Tritón X-100 0,9% 
  _______________________________________________________  
 Tritón X-100 ....................................................................... 0,90 mL 
 PBS 1x ...................................................................... c.s.p. 100 mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,4. 
 Solución Tritón X-100 3% 
  _______________________________________________________  
 Tritón X-100 ............................................................................3 mL 
 PBS 1x ...................................................................... c.s.p. 100 mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,4. 
 Solución Ringer 
  _______________________________________________________  
 NaCl ..................................................................................... 9,00 g 
 KCl 5% ............................................................................... 8,40 mL  
 CaCl2 5% ............................................................................ 5,00 mL  
 Agua tridestilada ..................................................... c.s.p. 1000 mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,0. 
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m. 
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
 Solución de gelatina 
  _______________________________________________________  
 Gelatina ................................................................................ 0,01 g 
 Solución Ringer ................................................................... 100 mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar el pH a 7,0. 
 Esterilizar mediante autoclavado (20 min, 121 ºC, 1 atm). 
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
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 Solución de disociación 
 Solución de tripsina 0,1% 
  _______________________________________________________  
 Tripsina ................................................................................ 0,10 g 
 PBS 1x pH 7,0 .....................................................................100 mL 
  _______________________________________________________  
 Agitar a 4 ºC hasta su completa disolución. 
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m. 
 Solución de colagenasa 0,8% 
  _______________________________________________________  
 Colagenasa .......................................................................... 0,80 g 
 PBS 1x pH 7,0 .....................................................................100 mL 
  _______________________________________________________  
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m. 
  Solución de disociación 
  _______________________________________________________  
 Tripsina 0,1% ....................................................................... 0,02% 
 Colagenasa 0,8% ................................................................. 0,01% 
 PBS 1x pH 7,0 .....................................................................200 mL 
  _______________________________________________________  
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m. 
 Mantener en baño María a 37 ºC durante todo el experimento. 
 Solución de EDTA/tripsina 
  _______________________________________________________  
 EDTA ................................................................................... 30 mg 
 Tripsina ................................................................................ 50 mg 
 PBS 1x pH 7,2 .....................................................................100 mL 
  _______________________________________________________  
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m.  
 Conservar en alícuotas de 10 mL a -20 ºC. 
 Solución fijadora de Bouin 
 Solución stock 
Solución saturada de ácido pícrico (filtrada) diluida en formaldehido acuoso (aprox. 37%) a la 
proporción 3:1 (300 mL de ácido pícrico + 100 mL de formol). 
 Solución de uso 
Añadir ácido acético en proporción 1/20 (1 mL de ácido acético en 19 mL de solución stock). 
Materiales y métodos 
 
 
- 110 - 
 
 Solución de carboximetilcelulosa sódica 
  _______________________________________________________  
 Carboximetilcelulosa sódica ...................................................... 2 g 
 Agua destilada .................................................................... 100 mL 
  _______________________________________________________  
 Agitar hasta su completa disolución. 
 Conservar refrigerado a 4 ºC. 
 Solución anestésica de uretano 
  _______________________________________________________  
 Uretano ....................................................................................15 g 
 Solución salina 0,9% ........................................................... 100 mL 
  _______________________________________________________  
 Agitar hasta su completa disolución. 
2.1.3.2.  Colorantes 
 Solución Giemsa 10% 
  _______________________________________________________  
 Giemsa ...................................................................................1 mL 
 Agua destilada ........................................................................9 mL 
  _______________________________________________________  
 Filtrar el colorante con papel de filtro para eliminar impurezas. 
 Tintura de yodo 
  _______________________________________________________  
 Yodo metálico ....................................................................... 2,50 g 
 KI .......................................................................................... 5,00 g 
 Agua destilada ...................................................................... 50 mL 
  _______________________________________________________  
 Filtrar con papel de filtro para eliminar impurezas. 
 Azul tripán 
  _______________________________________________________  
 Azul tripán 0,4% (stock)...........................................................5 mL 
 PBS 1x ........................................................................ c.s.p. 50 mL 
  _______________________________________________________  
 Filtrar para eliminar impurezas. 
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2.1.3.3.  Reactivos 
 Solución de CPRG 
 Solución de CPRG 0,5 mM 
  _______________________________________________________  
 CPRG .............................................................................. 15,20 mg 
 Nonidet P40 0,5% ................................................................ 50 mL 
  _______________________________________________________  
 Conservar a -20 ºC. 
 Solución de CPRG 1 mM 
  _______________________________________________________  
 CPRG .............................................................................. 30,40 mg 
 Tritón X-100 0,9% ................................................................ 50 mL 
  _______________________________________________________  
 Conservar a -20 ºC. 
 Solución CPRG 4 mM 
  _______________________________________________________  
 CPRG ............................................................................ 121,50 mg 
 Tritón X-100 3% ................................................................... 50 mL 
  _______________________________________________________  
 Conservar a -20 ºC. 
 Solución de resazurina 
 Solución de resazurina 1 mM 
  _______________________________________________________  
 Resazurina .........................................................................2,51 mg 
 PBS 1x pH 7,0 ...................................................................... 10 mL 
  _______________________________________________________  
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m.  
 Preparar extemporáneamente y protegida de la luz. 
 Solución de resazurina 2 mM 
  _______________________________________________________  
 Resazurina .........................................................................5,02 mg 
 PBS 1x pH 7,0 ...................................................................... 10 mL 
  _______________________________________________________  
 Esterilizar por filtración con membrana de 0,22 m.  
 Preparar extemporáneamente y protegida de la luz. 
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2.1.4. REACTIVOS EMPLEADOS EN MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 
2.1.4.1. Microscopía electrónica de barrido 
 Tampón Milloning 
 Solución A 
  _______________________________________________________  
 NaHPO4.H2O....................................................................... 22,60 g 
 Agua destilada .........................................................c.s.p. 1000 mL 
  _______________________________________________________  
 Mantener a 4 ºC. 
 Solución B 
  _______________________________________________________  
 NaOH.................................................................................. 25,20 g 
 Agua destilada ........................................................ c.s.p. 1000 mL 
   _______________________________________________________  
  Mantener a 4 ºC. 
 Tampón Milloning 
  _______________________________________________________  
 Solución A ........................................................................ 58,10 mL 
 Solución B ........................................................................ 11,90 mL 
   _______________________________________________________  
  Ajustar el pH a 7,2. 
 Solución de lavado 
   _______________________________________________________  
 Tampón Milloning .................................................................. 45 mL 
 Glucosa 5,4% ..........................................................................5 mL 
   _______________________________________________________  
 Solución fijadora de glutaraldehído 2% 
   _______________________________________________________  
 Tampón Milloning .................................................................. 46 mL 
 Glutaraldehído 25%.................................................................4 mL 
 CaCl2 1% ........................................................................... 0,50 mL 
   _______________________________________________________  
 Agente deshidratante 
Para las pruebas de microscopía electrónica de barrido (MEB) se utilizó como agente 
deshidratante etanol (30, 50, 70, 95 y 100%), además de acetona anhidra. 
Materiales y métodos 
 
 
- 113 - 
 
2.1.4.2. Microscopía electrónica de transmisión 
 Tampón cacodilato de sodio-HCl 0,1 M 
  _______________________________________________________  
 Solución stock de cacodilato 0,2 M ....................................... 50 mL 
 HCl 0,2 N ...........................................................................4,20 mL 
 Agua tridestilada........................................................ c.s.p. 100 mL 
  _______________________________________________________  
 Ajustar a pH 7,2. 
 Solución fijadora de glutaraldehído 2,5% 
  _______________________________________________________  
 Glutaraldehído 25% ................................................................ 1 mL 
 Tampón cacodilato de sodio-HCl 0,1 M pH 7,2 ......................  9 mL 
  _______________________________________________________  
 Solución post-fijadora de OsO4
 
1% 
  _______________________________________________________  
 Solución stock OsO4  2% ........................................................ 5 mL 
 Tampón cacodilato de sodio-HCl 0,1 M pH 7,2 ......................  5 mL 
  _______________________________________________________  
 Agente deshidratante 
En las pruebas de  microscopía electrónica de transmisión (MET) la deshidratación se realizó 
con soluciones de acetona (30, 50, 70, 90 y 100%). 
 Resina epoxi  
  _______________________________________________________  
 Epon 812.............................................................................. 25 mL 
 Anhídrido metil nádico (AMN) ............................................... 17 mL 
 DMP-30 ............................................................................. 32 gotas 
  _______________________________________________________  
  Agitar 30 min a temperatura ambiente sin que se formen burbujas. 
 Conservar en un bote bien cerrado a -20 ºC para evitar su polimerización. 
 Acetato de uranilo 2% 
  _______________________________________________________  
 Acetato de uranilo ................................................................ 2,00 g 
 Agua tridestilada..................................................................100 mL 
   _______________________________________________________  
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 Citrato de plomo 
Previamente a su preparación, hervir aproximadamente 100 mL de agua tridestilada
 
para 
eliminar el CO2 y evitar la formación de precipitados. Añadir los reactivos en el orden 
indicado y agitar tras la adición de Pb(NO3)2
  
y citrato de sodio, favoreciendo así la formación 
de citrato de plomo. 
  _______________________________________________________  
 Pb(NO3)2 ............................................................................... 1,33 g 
 Citrato de sodio .................................................................... 1,76 g 
 Agua tridestilada .................................................................. 30 mL  
 NaOH 1N ............................................................................... 8 mL 
 Agua tridestilada ......................................................... c.s.p. 50 mL 
   _______________________________________________________  
  Ajustar el pH a 12,0.  
  Conservar a 4 ºC. 
2.1.5. REACTIVOS EMPLEADOS EN RESPIROMETRÍA 
 Tampón de respiración 
Para las pruebas de respirometría se utilizó una adaptación del tampón de respiración 
propuesto por Vercesi et al. (1991). 
  _______________________________________________________  
 Sacarosa............................................................................ 125 mM 
 KCl ....................................................................................... 65 mM 
 Tris-HCl (pH 7,2) .................................................................. 10 mM  
 MgCl2 .................................................................................... 1 mM 
 K2PO4 .............................................................................. 2,50 mM 
   _______________________________________________________  
    
2.1.6. REACTIVOS EMPLEADOS EN CITOMETRÍA DE FLUJO 
En las pruebas de citometría de flujo, realizadas para la evaluación del potencial de 
membrana mitocondrial (PMM), se utilizó como marcador fluorescente TMRE, 
tetrametilrodamina etil éster. 
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2.1.7. SERIES QUÍMICAS DE SÍNTESIS 
Para la evaluación de su actividad, los compuestos se disolvieron en sulfóxido de dimetilo 
(DMSO, soluciones stock) y se añadieron extemporáneamente a los correspondientes medios 
de cultivo, de modo que la concentración final de disolvente en el mismo no pasó el 0,2% 
(v/v). Excepcionalmente, en aquellos casos en que ésta superó el 0,2% (v/v), siempre fue 
inferior al 1% (v/v), evitando de esta manera cualquier efecto tóxico del DMSO sobre células 
y/o parásitos. 
2.1.7.1. Derivados de 5-nitroindazol. Serie I 
Todos los derivados de 5-nitroindazol ensayados en el presente trabajo fueron sintetizados 
por el Dr. Vicente J. Arán, del Instituto de Química Médica del CSIC.  
 La Fig. 21 muestra las estructuras químicas de los 35 derivados de 5-nitroindazol 
que constituyen la denominada serie I, cuya síntesis se encuentra publicada en Vega et al. 
(2012). Ésta se compone de 17 indazolinonas 1,2-disustituidas (serie IA: VATR1–16 y 
VATR33), 15 3-alcoxiindazoles 2-sustituidos (serie 1B: VATR17–29, VATR34 y VATR35) y 3 
3-alcoxiindazoles 1-sustituidos (serie 1C: VATR30–32). 
 
Fig. 21. Estructuras químicas de derivados de 5-nitroindazol, serie I. 
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Fig. 21 (continuación). Estructuras químicas de derivados de 5-nitroindazol, serie I. 
2.1.7.2. Derivados de 5-nitroindazol. Serie II 
La serie II (Fig. 22) la forman 9 indazolinonas 1,2-disustituidas (VATR106–114), el 3-propoxi 
indazol VATR115 y la quinazolina VATR118, siendo los dos últimos subproductos de la 
preparación del 2-picolil derivado VATR114. 
 
Fig. 22. Estructuras químicas de derivados de 5-nitroindazol, serie II. 
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Fig. 22 (continuación). Estructuras químicas de derivados de 5-nitroindazol, serie II. 
2.1.7.3. Derivados de 5-nitroindazol. Serie III 
La serie III de derivados de 5-nitroindazol y compuestos relacionados, cuya síntesis ha sido 
recientemente publicada en Fonseca-Berzal et al. (2016), se muestra en la Fig. 23. 
 
Fig. 23. Estructuras químicas de derivados de 5-nitroindazol, serie III y compuestos relacionados. 
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Fig. 23 (continuación). Estructuras químicas de derivados de 5-nitroindazol, serie III y compuestos 
relacionados. 
 La serie III la forman 24 5-nitroindazolinonas 1,2-disustituidas (VATR69, VATR75, 
VATR77, VATR82–87, VATR89, VATR92–98, VATR127, VATR129–136 y VATR138–145), 
10 3-alcoxiindazoles (VATR76, VATR78, VATR88, VATR90–91, VATR103, VATR126, 
VATR128, VATR137 y VATR147) y 4 quinazolinas (VATR71–74) obtenidas por transposición 
de algunas indazolinonas 
2.1.7.4. Derivados de 5-nitroindazol. Serie IV 
La serie IV la componen 19 derivados de 5-nitroindazol, cuya estructura concreta no se 
puede representar por motivos de confidencialidad debido a que está en proceso la 
correspondiente patente. Dentro de la serie IV encontramos tres familias diferentes: 
 1-(-Aminoalquil)-2-bencil-5-nitroindazolinonas: VATR79–81, VATR99–102 y VATR120, 
así como algunos ftalimido-derivados precursores: VATR116 y VATR122. 
 3-(-Aminoalcoxi)-2-bencil-5-nitroindazoles: VATR97 y VATR130, así como los ftalimido-
derivados precursores VATR117 y VATR123. 
 3-(Alquilamino)-2-bencil-5-nitroindazoles: VATR96, VATR104, VATR105, VATR121 y 
VATR124. 
Materiales y métodos 
 
 
- 119 - 
 
2.1.7.5. Derivados de 2,4-diaril-1,2,3,4-tetrahidroquinolina 
Los compuestos pertenecientes a las series AR (Fig. 24) y DM (Fig. 25) fueron sintetizados 
por el grupo de investigación del Dr. Vladimir V. Kouznetsov del Laboratorio de Química 
Orgánica y Biomolecular de la Escuela de Química de la Universidad Industrial de Santander 
en Bucaramanga, Colombia. La síntesis de estos compuestos fue previamente publicada en 
Kouznetsov et al. (2007) y en Romero Bohórquez y Kouznetsov (2010).   
 
Fig. 24. Estructuras químicas de los compuestos de la serie AR (Fonseca-Berzal et al., 2013). 
 
Fig. 25. Estructuras químicas de los compuestos de  la serie DM (Fonseca-Berzal et al., 2013). 
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2.1.7.6. Derivados de 7-cloro-4-amino(oxi)quinolina 
Las dos series de compuestos derivados de 7-cloro-4-amino(oxi)quinolina fueron igualmente 
sintetizados por el equipo del Dr. Vladimir V. Kouznetsov. La síntesis de estos compuestos 
fue previamente publicada por Rojas Ruiz et al. (2011) y Bueno et al. (2012), habiéndose 
dividido en dos grupos (Grupo 1 y 2) de acuerdo con sus estructuras químicas (Fig. 26 y 27). 
 
Fig. 26. Estructuras químicas de los compuestos con estructura de 4-bencilamino-7-cloroquinolina 
(14) y conjugados de 7-cloroquinolina–1,3-tiazolidin-4-ona (516) pertenecientes al denominado 
Grupo 1 (Fonseca-Berzal et al., 2014a). 
 
Fig. 27. Estructuras químicas de los compuestos con estructura de 4-ariloxi-7-cloroquinolina 
pertenecientes al denominado Grupo 2 (Fonseca-Berzal et al., 2014a). 
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2.1.7.7. 2,2-dióxidos de 4-aminoimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina 
La Fig. 28 muestra la serie DIT de derivados de 2,2-dióxido de 4-aminoimidazo[4,5-
c][1,2,6]tiadiazina, cuya síntesis fue llevada a cabo por el equipo del Dr. Juan A. Páez, del 
Instituto de Química Médica del CSIC. 
 
Fig. 28. Estructuras químicas de los compuestos pertenecientes a la serie DIT. 
2.1.7.8. Quelantes heterocíclicos 
Los 22 compuestos evaluados (Fig. 29) fueron sintetizados por el Dr. Oluyomi S. Adeyemi de 
la Universidad de Landmark (Omu-Aran, Nigeria) y enviados a nuestro laboratorio a través de 
la Dra. María Teresa Molina, del Instituto de Química Médica del CSIC.  
Dentro de esta serie constituida por derivados de imidazol, encontramos algunos 
compuestos que incorporan estructuras de fenantrolina (compuestos 4, 5, 6, 10 y 29), 
fenantreno (compuestos 24, 25 y 28) o estilbeno (compuestos 1, 7, 16–22 y 27), a parte de 
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los imidazoles 12–15. Una excepción son los compuestos 4 y 6, los cuales presentan un 
anillo de oxazol en sustitución al correspondiente imidazol. 
 
Fig. 29. Estructuras químicas de los quelantes heterocíclicos evaluados. 
2.1.7.9. Cromenoazoldionas 
La serie PM, constituida por 7 derivados de quinona (Fig. 30), fue sintetizada por el equipo 
de la Dra. Nadine Jagerovic, del Instituto de Química Médica del CSIC.  
 La síntesis de los compuestos con estructura de cromenopirazoldiona (PM199, 
PM52, PM401, PM357, PM402 y PM203) se encuentra publicada en Morales et al. (2015). 
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Cabe destacar que dentro de esta serie el compuesto PM154 presenta estructura de 
cromenoisoxazol. 
 
Fig. 30. Estructuras químicas de las quinonas pertenecientes a la serie PM. 
2.1.7.10. Edelfosina 
La edelfosina (Fig. 31) empleada para los ensayos de actividad in vitro fue facilitada por el 
Dr. Faustino Mollinedo del Centro de Investigación del Cáncer, Instituto de Biología 
Molecular y Celular del Cáncer (CSIC-Universidad de Salamanca). 
 
Fig. 31. Estructura química de la edelfosina. 
2.1.7.11. Fármacos de referencia 
El fármaco BZ, facilitado por LAFEPE (Laboratório Farmacêutico do Estado do Pernambuco, 
Brasil), fue incluido en todos los ensayos de actividad como fármaco de referencia. 
Asimismo, para determinados ensayos se incluyó además el fármaco NX (Lampit

, Bayer). Las 
estructuras de ambos antichagásicos se han detallado previamente en el apartado 1.8.1. de 
esta memoria. 
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2.1.8. MÉTODOS 
2.1.8.1. Criopreservación y descongelación de células y parásitos 
Todas las cepas de T. cruzi, así como las líneas celulares empleadas se mantienen 
criopreservadas en nitrógeno líquido utilizando como agente crioprotector DMSO al 5% (v/v). 
 Para su criopreservación, los cultivos deben encontrarse en fase de crecimiento 
exponencial, de modo que las células mantengan una óptima capacidad de división. Una vez 
concentrado el cultivo (2000 rpm durante 5 min para epimastigotes, 2800 rpm durante 10 
min para tripomastigotes y 1500 rpm durante 5 min para células de mamífero) y 
resuspendido en medio fresco, se repartió en crioviales diluyendo en proporción 1:1 con el 
correspondiente medio de cultivo suplementado al 10% con DMSO (v/v). La congelación se 
llevó a cabo en un congelador progresivo (Nicool, LM10), disminuyendo aproximadamente 1 
ºC/min durante 2 h. Una vez finalizado este proceso, los crioviales se introdujeron en el 
tanque de nitrógeno líquido para su conservación definitiva. 
 La descongelación se realizó en un baño de agua a 37 ºC e inmediatamente se 
diluyó su contenido utilizando un volumen de medio cinco veces superior al del cultivo 
criopreservado, para diluir el DMSO y evitar un efecto tóxico del mismo sobre las células. 
2.1.8.2. Mantenimiento de cultivos celulares  
Partiendo de cultivos celulares criopreservados y descongelados como se detalla en el 
apartado 2.1.8.1., se realizó un cambio de medio a las 24 h para retirar el DMSO y las 
células no adheridas al frasco de cultivo celular. Los cultivos se mantuvieron en sus 
respectivos medios sin rojo de fenol (MEM en el caso de los fibroblastos L929, RPMI para la 
línea J774), suplementados con antibiótico y 10% de SBF (apartado 2.1.2.2.), incubándose a 
37 ºC en atmósfera con 5% CO2. 
 Los cultivos de fibroblastos L929 y macrófagos J774 se mantuvieron en monocapa 
utilizando frascos de cultivo celular de 75 cm
2
 de superficie. Cada 23 días, los medios 
consumidos se sustituyeron por medio fresco y se realizaron subcultivos semanalmente 
usando una solución de EDTA/tripsina (apartado 2.1.3.1.) para despegar las células. 
2.1.8.3.  Obtención y mantenimiento de cultivos primarios de células 
cardíacas 
Todos los ensayos de actividad que implicaron el uso de cultivos primarios de CC se 
realizaron en el LBC/IOC/Fiocruz, siguiendo los protocolos de rutina estandarizados por 
dicho laboratorio (Araújo-Jorge y de Castro, 2000). 
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 Las células se obtuvieron a partir de ratones hembra Swiss de 1820 días de 
gestación, previamente anestesiadas y con el área abdominal esterilizada con alcohol al 70%. 
A continuación se abrió el abdomen dejando expuesta la membrana peritoneal y se extrajo 
el útero con los embriones, que se transfirió a una placa Petri (100 × 15 mm) con solución 
Ringer (apartado 2.1.3.1.) en frío. Se abrió la cavidad torácica de los embriones a la altura 
del esternón y se retiraron los corazones, los cuales se lavaron en otra placa Petri (35 × 10 
mm) con Ringer en frío. A continuación, se retiraron los atrios y los vasos, que contienen 
gran número de fibroblastos, y se fragmentaron los ventrículos, que se colocaron en una 
nueva placa Petri (35 × 10 mm) con Ringer en frío. Posteriormente, los fragmentos se lavaron 
con Ringer en un erlenmeyer, en agitación durante 5 min en caliente, proceso que se repitió 
dos veces para eliminar cualquier resto de células sanguíneas.  
 A continuación se inició el proceso de disociación enzimática. Para ello, los 
fragmentos de tejido cardíaco se sumergieron en una solución de disociación (apartado 
2.1.3.1.) en caliente durante 5 min y en agitación muy lenta, etapa que se repitió hasta la 
completa disociación del tejido. De esta manera, el líquido de disociación con las células 
aisladas (controlando con el microscopio número, morfología y viabilidad) se recogió en 
tubos de centrífuga de 15 mL con 2 mL de DMEM completo (apartado 2.1.2.2.), mantenidos 
a 4 ºC hasta terminar el proceso de disociación para inactivar la actividad enzimática. Los 
tubos se centrifugaron durante 5 min a 900 rpm y 4 ºC, se retiró el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en DMEM completo. La suspensión de células se colocó en un 
frasco de cultivo de 75 cm
2
 y se incubó 10 min a 37 ºC para eliminar los fibroblastos 
mediante su adhesión a la superficie del frasco, ya que su velocidad de anclaje al sustrato es 
muy superior a la de los mioblastos. Por último, se retiró el sobrenadante y se realizó el 
recuento de células en cámara de Neubauer con un microscopio de contraste de fases.  
 Finalmente, las CC se sembraron en placas de cultivo previamente revestidas con 
gelatina al 0,01% (apartado 2.1.3.1.) y se incubaron 24 h a 37 ºC en atmósfera con 5% CO2. 
2.1.8.4. Reproducción in vitro del ciclo biológico de T. cruzi  
 Mantenimiento de cultivos axénicos de epimastigotes 
Para el cultivo y mantenimiento de formas epimastigote se partió de cultivos criopreservados 
en fase de crecimiento exponencial, los cuales fueron inicialmente diluidos en 5 mL de 
medio LIT suplementado (apartado 2.1.2.1.) e incubados en estufa a 28 ºC. Los cultivos de 
epimastigotes se mantuvieron de manera continua en fase de crecimiento exponencial 
realizando semanalmente subcultivos en medio LIT fresco. 
 Como alternativa, el cultivo se puede iniciar con una muestra de sangre obtenida 
por punción cardíaca de ratones infectados, previamente anestesiados con una solución de 
Materiales y métodos 
 
 
- 126 - 
 
uretano al 15% (apartado 2.1.3.1.). La muestra con tripomastigotes sanguíneos (TS) se coloca 
en medio LIT a razón 1:10 (sangre:medio) y se incuba a 28 ºC. Posteriormente se realizan 
pases sucesivos en medio LIT hasta obtener un cultivo puro de epimastigotes. 
 La viabilidad y axenicidad de los cultivos se controló mediante su observación al 
microscopio y recuento de epimastigotes en cámara de Neubauer. 
 Obtención de tripomastigotes derivados de cultivo celular  
 Cepa CL-B5 lacZ 
La obtención de tripomastigotes derivados de cultivo celular (TDC) se realizó en frascos de 
75 cm
2
 mediante la infección de fibroblastos o macrófagos no confluentes con 1 × 10
6
 
epimastigotes/mL en fase estacionaria de crecimiento (cultivos de epimastigotes de 14 días) 
(Le-Senne et al., 2002). Los cultivos se incubaron durante 24 h a 33 ºC en atmósfera con 5% 
CO2
 
para establecer la invasión celular, se lavaron con PBS para retirar aquellos parásitos que 
no habían penetrado en la célula y se adicionó medio fresco. Finalmente, los cultivos 
infectados se mantuvieron en dichas condiciones de temperatura y humedad durante 7 días, 
momento a partir del cual se recogieron TDC del sobrenadante.  
 En la cepa CL, definida por Brener como termosensible, la diferenciación de 
amastigotes a tripomastigotes en el interior de la célula hospedadora ocurre a 33 ºC, 
estando fuertemente inhibida a 37 ºC (Brener et al., 1976). Se ha demostrado que el clon CL 
Brener es capaz de sufrir tal diferenciación a ambas temperaturas (Zingales et al., 1997). Sin 
embargo, en el caso de la cepa CL-B5 lacZ observamos un comportamiento similar al de la 
parental, no liberándose TDC cuando los cultivos se incuban a 37 ºC (Vega Gómez, 2005). 
Este comportamiento de la cepa CL sugiere que la población originalmente aislada a partir 
del vector era heterogénea, predominado los clones termosensibles (Zingales et al., 1997). 
 Cepa Tulahuen C4 lacZ 
Los ensayos realizados con esta cepa se llevaron a cabo en el LBC/IOC/Fiocruz. Los TDC se 
recolectaron del sobrenadante de cultivos de células L929 previamente infectados con 
formas invasivas de T. cruzi cepa Tulahuen lacZ y mantenidos en RPMI a 37 ºC en atmósfera 
con 5% CO2 (Romanha et al., 2010). 
 Obtención de amastigotes intracelulares 
 Cepa CL-B5 lacZ 
En función de la célula seleccionada como hospedadora (fibroblastos L929 o macrófagos 
J774), las infecciones siempre se realizaron con TDC liberados a partir de la misma línea 
celular. De esta manera, las células procedentes de cultivos sin infectar fueron despegadas 
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con una solución de EDTA/tripsina y tras confirmar su viabilidad con azul tripán (apartado 
2.1.3.2.) se tapizó el soporte deseado y se mantuvieron durante 2 h a 37 ºC en atmósfera 
con 5% CO2, para favorecer su adhesión. Posteriormente, se añadieron los TDC en 
proporción 1:6 (L929:TDC) o 1:10 (J774:TDC) y se incubaron 24 h a 33 ºC en atmósfera con 
5% CO2 para establecer la infección. Finalmente, se realizaron lavados con PBS para retirar 
los TDC, se repuso medio fresco y se incubaron a 33 ºC con 5% CO2. 
 Cepa Tulahuen C4 lacZ 
Los amastigotes intracelulares de la cepa Tulahuen se obtuvieron mediante interacción de 
células L929 con TDC en proporción 1:10 (L929:TDC) durante 2 h a 37 ºC en atmósfera con 
5% CO2. Una vez realizado el lavado con PBS para retirar los TDC, se colocó RPMI fresco y se 
incubaron 48 h a 37 ºC en atmósfera con 5% CO2 para favorecer la infección. 
 Cepa Y 
La obtención de amastigotes intracelulares de la cepa Y se realizó a través de la infección de 
CC con TS. Tras purificar y resuspender los TS en medio RPMI (Gonçalves et al., 2011), éstos 
se añadieron a las CC en proporción 1:10 (CC:TS). Después de 24 h de incubación a 37 ºC en 
atmósfera con 5% CO2, los cultivos se lavaron con Ringer (apartado 2.1.3.1.), se repuso 
DMEM fresco y se incubaron durante 48 h en las mismas condiciones de temperatura y 
humedad, momento a partir del cual se comienzan a visualizar los amastigotes. 
 Tinción Giemsa 
Para una mejor observación de la morfología del parásito, se realizaron tinciones con Giemsa 
al 10% (apartado 2.1.3.2.) durante 20 min, previa fijación con metanol (10 min). Finalmente, 
se retiró el colorante por desplazamiento con agua destilada y se dejaron secar las tinciones. 
En el caso de que se deseara una preparación permanente, se colocó un cubreobjetos con 
una gota de líquido de montaje (DPX). El mismo protocolo de tinción se siguió para las 
muestras de sangre con TS. 
 Para las tinciones de amastigotes se utilizaron placas de cultivo celular de 24 
pocillos provistas con cubreobjetos estériles de 12 mm de diámetro en el fondo de cada 
pocillo, sobre los que se adhirieron 25.000 células y se realizaron infecciones con TDC como 
se ha indicado anteriormente. Tras eliminar el medio, las células infectadas se fijaron 10 min 
con metanol, se tiñeron durante 20 min con Giemsa al 10% y se lavaron con agua destilada 
para eliminar los restos del colorante. Una vez secos, se extrajeron los cubreobjetos y se 
procedió a su montaje definitivo con DPX sobre un portaobjetos. 
 La Fig. 32 muestra un ejemplo de tinciones Giemsa de los diferentes tipos 
morfológicos de T. cruzi, realizadas según el protocolo descrito. 
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Fig. 32. Tinciones Giemsa de epimastigotes (A), tripomastigotes derivados de cultivo celular (B), 
amastigotes intracelulares en cultivos de células L929 (C) y tripomastigotes sanguíneos (D) (100×).
2.1.8.5. Infección experimental y obtención de tripomastigotes 
sanguíneos  
Todos los ensayos en modelos in vivo, así como las pruebas de actividad in vitro sobre TS, 
se llevaron a cabo con la cepa Y de T. cruzi.   
 La infección experimental de ratones Swiss, de 45 días y aproximadamente 1820 g 
de peso, se efectuó por inoculación intraperitoneal de 10
5
 TS/animal (ratones donadores) o 
de 10
4 
TS/animal (grupos experimentales), siempre en un volumen inferior a 0,5 mL. 
 La extracción de sangre de los animales infectados se realizó a partir de ratones 
donadores, previamente anestesiados y mediante punción cardíaca realizada el día de 
máxima parasitemia (78º día post-infección para la cepa Y). Seguidamente, se procedió bien 
a la eliminación de las células sanguíneas por centrifugación diferencial y posterior 
purificación de TS para la realización de ensayos in vitro (Gonçalves et al., 2011) o al 
recuento de TS para la infección controlada de ratones en las pruebas de actividad in vivo. 
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2.1.8.6. Ensayos de actividad farmacológica in vitro 
Durante la realización de este trabajo, se siguió un esquema de screening farmacológico 
secuencial, constituido en primer lugar por pruebas de actividad in vitro sobre formas 
extracelulares (epimastigotes) y ensayos de toxicidad inespecífica sobre líneas celulares de 
mamíferos. Tras comprobar la selectividad de los compuestos hacia epimastigotes, se 
determinó su actividad en un posterior ensayo in vitro sobre amastigotes intracelulares. 
 
Fig. 33. Representación esquemática del modelo de cribado farmacológico secuencial de rutina. 
 Como indica la Fig. 33, los ensayos de actividad in vitro llevados a cabo en nuestro 
laboratorio, se realizan rutinariamente sobre la cepa CL-B5 lacZ. En este trabajo, algunos 
compuestos fueron además seleccionadas para evaluar su actividad en otras cepas de T. 
cruzi, siguiendo protocolos específicos que se detallan más adelante (apartado 2.1.8.7.). 
 Pruebas de actividad sobre epimastigotes de T. cruzi cepa CL-B5 lacZ 
El perfil de actividad frente a epimastigotes de la cepa transfectada, se determinó en 
presencia del sustrato CPRG mediante espectrofotometría (Buckner et al., 1996). Para la 
realización de estos experimentos se aplicó el microensayo previamente estandarizado por 
nuestro grupo de investigación (Vega et al., 2005), con algunas modificaciones (Fonseca-
Berzal et al., 2013), tal y como se detalla a continuación. 
 Las pruebas se realizaron sobre cultivos axénicos de epimastigotes en fase de 
crecimiento exponencial, utilizando placas de 96 pocillos y fondo plano en las que se 
distribuyeron 2,5 × 10
6
 epimastigotes/mL en volúmenes de 200 L/pocillo junto con los 
compuestos a evaluar. Cada concentración se ensayó por triplicado, incluyendo además en 
cada placa controles de crecimiento (cultivos de epimastigotes sin tratar), así como blancos 
de medio (LIT) y de los compuestos a las concentraciones ensayadas (compuesto en LIT). De 
forma paralela, en cada experimento se evaluó la actividad del BZ o el NX, como control 
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interno. Las placas se incubaron 72 h a 28 ºC y posteriormente se añadieron 50 L/pocillo 
de una solución de CPRG en Tritón X-100 0,9% (apartado 2.1.3.3.) incubándose 3 h a 37 ºC, 
temperatura a la que actúa la enzima -galactosidasa. Finalmente, se leyó la absorbancia a 
595 nm en un espectrofotómetro de placas (ELx808 ELISA reader, Biotek Instruments Inc.), 
estimándose los porcentajes de actividad en epimastigotes (%AE) comparando la absorbancia 
de los pocillos tratados con la del control de crecimiento, mediante la siguiente fórmula: 
%AE = 100 −    
AE − AEM
ACC − AM
   × 100 
 
donde A
E
, A
EM,
 A
CC 
y
 
A
M
 representan el valor medio de absorbancia de los pocillos 
experimentales, compuesto en medio, control de crecimiento y medio, respectivamente. En 
cada placa se incluye un grupo control de crecimiento con 10% DMSO (concentración 100% 
tóxica para el parásito), cuya absorbancia media se resta como background a ambos grupos, 
experimental y control de crecimiento. De esta manera se sustrae la absorbancia dada por la 
-galactosidasa presente a t = 0 de incubación con los compuestos (Vega Gómez, 2005). 
 Para cada compuesto, se estimó la concentración necesaria para inhibir el 50% del 
crecimiento en epimastigotes (CI50) a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta 
(concentración ensayada versus %AE). Los resultados de actividad se expresan como la 
media ± desviación estándar (SD), a partir de los valores obtenidos en varios experimentos 
independientes (n  2). Los índices de selectividad (IS) hacia epimastigotes también fueron 
calculados (IS = CL50/CI50) 
 Para las series de compuestos con actividad más prometedora, se estimaron 
además las correspondientes CI90, así como las potencias relativas a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 
compuesto) o a NX (PRNX = CI90 NX/CI90 compuesto) 
 Pruebas de citotoxicidad inespecífica 
Estos ensayos se realizaron para descartar cualquier efecto tóxico de los compuestos sobre 
células de mamífero y determinar su selectividad hacia T. cruzi. El perfil de citotoxicidad se 
determinó en presencia del sustrato redox resazurina y posterior cuantificación de la 
absorbancia o de la intensidad de fluorescencia (Rolón et al., 2006b; Fonseca-Berzal et al., 
2013).  
 Como se muestra en la Fig. 34, la reducción del sustrato resazurina a resorufina 
conlleva un cambio de color que va del azul al rosa junto con la emisión de fluorescencia, 
cuya intensidad en ambos casos es directamente proporcional al número de células 
metabólicamente activas. Esta reacción de reducción de la resazurina puede continuar hasta 
la final obtención de hidroresorufina, compuesto de color rosa palo y no fluorescente 
(alamarBlue

 Assay, U.S. Patent 5.501.959). 
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Fig. 34. Reacción de reducción experimentada por el sustrato resazurina en presencia de células 
metabólicamente activas. 
 Las pruebas de citotoxicidad se realizaron en microplacas de cultivo celular de 96 
pocillos, distribuyendo 100 L/pocillo de una suspensión de células cuya concentración se 
ajustó según la línea celular empleada y el tiempo de incubación con los compuestos. Para 
las pruebas realizadas con fibroblastos L929 se utilizaron suspensiones de 30 × 10
4
, 15 × 
10
4
 ó 10 × 10
4
 células/mL para ensayos de 24, 48 ó 72 h de incubación, respectivamente. En 
el caso de los macrófagos J774, la suspensión fue de 50 × 10
4
 células/mL tanto para las 
pruebas de 24 como de 48 h de tratamiento. Los compuestos previamente disueltos en 
DMSO, se añadieron al medio fresco (MEM o RPMI, según corresponda) a las concentraciones 
deseadas. Una vez adheridas las células al fondo de la placa (3 h a 37 ºC, 5% CO2), se 
descartó el medio de cultivo y se añadió por cada pocillo 200 L de dichas soluciones. Cada 
concentración se ensayó por triplicado, incluyéndose en cada placa controles de crecimiento 
celular, blancos de medio y de los compuestos, así como un control interno con BZ o NX. Las 
placas se incubaron durante 24, 48 ó 72 h a 37 ºC con 5% CO2. A continuación, se añadieron 
20 L/pocillo de una solución de resazurina en PBS (concentración 2 mM para L929 ó 1 mM 
para J774, apartado 2.1.3.3.) y se incubaron 3 h en similares condiciones de temperatura y 
humedad. Finalmente, se leyó la absorbancia a 570 nm y 595 nm en un espectrofotómetro 
de placas (ELx800 ELISA reader, Biotek Instruments Inc.) o la intensidad de fluorescencia a 
535 nm (excitación) y 590 nm (emisión) en un espectrofluorímetro de placas (Infinite 200 
multifunctional microplate reader, Tecan), estimándose los porcentajes de citotoxicidad (%C) 
de la siguiente manera: 
 Absorbancia 
%C = 100 −    
(A570 × 117.216 − A595 × 80.586)exp
(A570 × 117.216 − A595 × 80.586)cc
   × 100 
 
siendo A570
 
y A595 el valor medio de absorbancia de los pocillos experimentales (exp) y 
control de crecimiento (cc), respectivamente. Las constantes 80.586 M
-1 
cm
-1
 y 117.216 M
-1 
cm
-1
 representan los coeficientes de extinción molar () de la resazurina oxidada a 570 nm y 
595 nm, respectivamente. 
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 Fluorescencia 
%C = 100 −    
IFE − IFEM
IFCC − IFM
   × 100 
 
donde IFE, IFEM
,
 IFCC e  IFM representan la intensidad de fluorescencia media para los pocillos 
experimentales, compuesto en medio, control de crecimiento y medio, respectivamente. 
 Para cada compuesto, se estimó la concentración necesaria para inhibir el 50% del 
crecimiento celular (CL50) a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta (concentración 
ensayada versus %C). Los resultados de actividad se expresan como la media ± SD, a partir 
de los valores obtenidos en varios experimentos independientes (n  2).  
 Cabe destacar que los ensayos realizados con resazurina a lo largo de este trabajo 
fueron en su mayoría revelados mediante ensayos fluorimétricos. 
 Pruebas de actividad sobre amastigotes intracelulares de T. cruzi cepa CL-B5 lacZ
Los ensayos de actividad en amastigotes se realizaron únicamente con los compuestos que 
superaron el cribado primario con una selectividad hacia epimastigotes igual o superior a la 
del BZ (Fonseca-Berzal et al., 2013). La actividad se determinó en presencia del sustrato 
CPRG mediante espectrofotometría, aplicando las condiciones descritas en Fonseca-Berzal et 
al. (2014b). 
 Las pruebas se realizaron en placas de cultivo celular de 48 pocillos. Tras despegar 
las células de sus frascos de cultivo mediante tripsinización, se distribuyeron por cada 
pocillo 10.000 fibroblastos L929 ó 20.000 macrófagos J774 en 120 L de medio MEM o 
RPMI, respectivamente y se incubaron durante 2 h a 37 ºC y 5% CO2. Una vez adheridas las 
células, se infectaron con TDC en proporción 1:6 (L929:TDC) ó 1:10 (J774:TDC) y se 
incubaron durante 24 h a 33 ºC y 5% CO2. A continuación, se retiró el medio de cultivo, se 
realizaron lavados con PBS para eliminar los TDC que no penetraron en las células y se 
añadieron 450 L/pocillo de los compuestos a ensayar disueltos en medio fresco. Las placas 
se incubaron 7 días a 33 ºC y 5% CO2 y en ellas se evaluó cada concentración por triplicado, 
se incluyeron controles de infección, de crecimiento celular, blancos de medio y de 
compuesto, así como un control interno con BZ o NX. Finalizado el tiempo de incubación con 
los compuestos, se añadieron 50 L/pocillo de una solución de CPRG en Tritón X-100 3% 
(apartado 2.1.3.3.) y se incubaron las placas durante 3 h a 37 ºC. Finalmente, se determinó 
la absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro de placas (ELx800 plate reader, Biotek 
Instruments Inc.) o en un espectrofluorímetro de placas (Infinite 200 multifunctional 
microplate reader, Tecan). Los porcentajes de actividad frente a amastigotes (%AA) se 
calcularon con la fórmula que se expresa a continuación, donde cada valor representa la 
absorbancia media de los pocillos experimentales (AE), compuesto en medio (AEM), control de 
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infección (ACI) y medio (AM). El valor medio de absorbancia del control de crecimiento celular 
(sólo células) se restó de ambos grupos (experimental y control de infección) como 
background. 
%AA = 100 −   
AE − AEM
ACI − AM
   × 100 
 
 Para cada compuesto, se estimó la concentración necesaria para inhibir el 50% del 
crecimiento en amastigotes (CI50) a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta 
(concentración ensayada versus %AA). Los resultados de actividad se expresan como la 
media ± SD, a partir de los valores obtenidos en tres experimentos independientes (n = 3). 
Los IS hacia amastigotes también fueron calculados (IS = CL50/CI50) 
 Para las series con actividad más prometedora, se estimaron las correspondientes 
CI90, así como las potencias relativas a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto) o a NX (PRNX = CI90 
NX/CI90 compuesto). 
 
Fig. 35. Cribado farmacológico in vitro de rutina: pruebas de actividad en epimastigotes CL-B5 lacZ 
en presencia de CPRG (A), citotoxicidad inespecífica en células L929 en presencia de resazurina (B) 
y pruebas de actividad en amastigotes intracelulares CL-B5 lacZ en presencia de CPRG (C). 
2.1.8.7. Ensayos complementarios de actividad farmacológica in vitro 
La estancia realizada en el LBC/IOC/Fiocruz permitió la evaluación in vitro de algunos de los 
compuestos sobre las cepas Tulahuen lacZ e Y. Además, se determinó su citotoxicidad sobre 
cultivos primarios de CC, siguiendo los protocolos de rutina empleados en dicho laboratorio. 
 Ensayos de actividad en amastigotes intracelulares de T. cruzi cepa Tulahuen lacZ 
Para la realización de este ensayo se utilizaron placas de cultivo celular de 96 pocillos en las 
que se distribuyeron 4.000 células L929 en 100 L de RPMI por pocillo, y se incubaron 
durante 24 h a 37 ºC y 5% CO2. A continuación, las células se mantuvieron durante 2 h en 
contacto con los TDC (proporción 1:10, L929:TDC), se retiró el medio de cultivo con los 
parásitos y se añadieron 200 L/pocillo de RPMI fresco. Con el fin de establecer la infección, 
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las placas se incubaron 48 h a 37 ºC y 5% CO2 y después, se reemplazó el medio de cultivo 
por las correspondientes soluciones en RPMI de los compuestos a evaluar (200 L/pocillo). 
En cada placa, cada concentración se ensayó por triplicado y se incluyeron controles de 
infección, controles de crecimiento celular, así como un control interno con BZ. Las placas se 
incubaron durante 96 h en las mismas condiciones de temperatura y humedad. Una vez 
finalizado el tiempo de incubación con los compuestos, se añadieron 50 L/pocillo de una 
solución de CPRG en Nonidet P40 0,5% (apartado 2.1.3.3.) y se incubaron las placas 18 h a 
37 ºC. Finalmente, se determinó la absorbancia a 570 nm en un espectrofotómetro de placas 
(SpectraMax 190 microplate reader, Molecular Devices). Los resultados expresan el 
porcentaje de inhibición en los pocillos tratados frente a los controles de infección (Romanha 
et al., 2010). 
 Para cada compuesto, se estimaron las CI50
 
y CI90 a partir de la correspondiente 
curva dosis-respuesta (concentración ensayada versus %AA). Los resultados se expresan 
como la media ± SD de los valores obtenidos en tres experimentos independientes (n = 3). 
De manera similar a los ensayos anteriores, se estimaron los IS y PRBZ para esta cepa. 
 Ensayos de actividad frente a tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi cepa Y 
Estas pruebas se realizaron con TS obtenidos por punción cardíaca a partir de ratones Swiss 
(apartado 2.1.8.5.). Una vez purificados, se preparó una suspensión en RPMI (5 × 10
6 
TS/mL)  
que se distribuyó en placas de 96 pocillos junto con diluciones seriadas de los compuestos 
en dicho medio (volumen final, 200 L/pocillo) y se incubaron 24 h a 37 ºC y 5% CO2.
 
Cada 
concentración se ensayó por duplicado, incluyéndose en cada placa controles de TS sin tratar 
y un control interno con BZ. Los porcentajes de mortalidad se determinaron tras 2 y 24 h de 
tratamiento, mediante recuento microscópico en cámara de Neubauer (da Silva et al., 2008; 
Batista et al., 2010; de Araújo et al., 2014). 
 Por último, se estimó la CI50 y CI90
  
de cada compuesto
 
a partir de la curva dosis-
respuesta generada tras 2 y 24 h (concentración versus porcentaje de mortalidad de TS). Los 
resultados se expresan como la media ± SD de los valores obtenidos en tres experimentos 
independientes (n = 3). Igualmente, se calcularon los IS y PRBZ de cada compuesto para TS. 
 Ensayos de citotoxicidad en células cardíacas 
El perfil de toxicidad in vitro sobre cultivos primarios de CC, obtenidos como se detalló en el 
apartado 2.1.8.3., se evaluó en presencia del indicador redox PrestoBlue

. El componente 
mayoritario de este sustrato es la resazurina (azul, no fluorescente), la cual se reduce a 
resorufina (rosa, fluorescente) en presencia de células metabólicamente activas (ver Fig. 34). 
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Las pruebas se llevaron a cabo en placas de cultivo celular de 96 pocillos, 
previamente revestidas con una solución de gelatina para proporcionar una mejor adhesión 
de las células al sustrato. Se distribuyeron por cada pocillo 6 × 10
4  
CC en 100 L de DMEM y 
se incubaron durante 24 h a 37 ºC y 5% CO2. Una vez adheridas las células a la placa, se 
reemplazó el medio de cultivo por 200 L/pocillo de los compuestos diluidos en DMEM 
fresco y se incubaron las placas durante 24 y 48 h (37 ºC y 5% CO2). En cada placa, se evaluó 
cada concentración por triplicado y se incluyeron controles de crecimiento celular y un 
control interno con BZ. Una vez concluidos los tiempos de incubación, se examinó la 
morfología y contractilidad de las células mediante microscopía, y se determinó su viabilidad 
mediante adición de PrestoBlue

 (10% v/v). Tras 5 h de incubación a 37 ºC y 5% CO2, se leyó 
la absorbancia a 570 nm y 600 nm en un espectrofotómetro de placas (SpectraMax 190 
microplate reader, Molecular Devices), calculándose los porcentajes de citotoxicidad (%C) de 
la siguiente manera: 
%C = 100 −    
(A570 × 117.216 − A600 × 80.586)exp
(A570 × 117.216 − A600 × 80.586)cc
   × 100 
 
siendo A570
 
y A600 la absorbancia media de los grupos experimental (exp) y control (cc), 
respectivamente (Fonseca-Berzal et al., 2015a, 2016). Las constantes 80.586 M
-1 
cm
-1
 y 
117.216 M
-1 
cm
-1
 representan los coeficientes de extinción molar () de la resazurina oxidada 
a 570 nm y 600 nm, respectivamente. 
 Ensayos de actividad frente a amastigotes intracelulares de T. cruzi cepa Y 
Como célula hospedadora de T. cruzi cepa Y se utilizaron cultivos primarios de CC (apartado 
2.1.8.3.). Los ensayos se realizaron en placas de cultivo celular de 24 pocillos provistas de 
cubreobjetos redondos de 12 mm en el fondo y previamente revestidas con gelatina, en las 
que se sembraron 100.000 CC/pocillo y se incubaron 24 h en DMEM a 37 ºC y 5% CO2.
 
A 
continuación, se añadieron los TS en proporción 1:10 (CC:TS) manteniéndose la interacción 
con las CC durante 24 h (37 ºC, 5% CO2). Posteriormente se retiraron los TS mediante 
lavados con Ringer y se incubaron las células infectadas junto con los compuestos diluidos 
en DMEM durante 48 h a 37 ºC. En cada placa, cada concentración se ensayó por duplicado y 
se incluyeron controles de infección. Por último, los cubreobjetos se fijaron con Bouin 
(apartado 2.1.3.1.), se tiñeron con Giemsa y se realizó su montaje definitivo con Permount 
(da Silva et al., 2007; de Araújo et al., 2014; Fonseca-Berzal et al., 2015a, 2016). 
 El recuento de CC infectadas, así como del número de amastigotes por cada célula, 
se realizó para 400 células, por duplicado y utilizando muestras independientes. Se contaron 
sólo los parásitos con núcleo y kinetoplasto bien diferenciado, no considerándose los 
amastigotes que presentaban una morfología irregular de los mismos. Los resultados de 
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actividad se expresan mediante cálculo del índice endocítico (porcentaje de células 
infectadas × número de amastigotes/célula infectada) y su porcentaje de inhibición (%IE) en 
las células tratadas con respecto a las no tratadas: 
% Inhibición IE = 100 −    
IEE
IEC
 × 100  
 
donde IEE e IEC corresponden al valor medio de los índices endocíticos estimados para los 
grupos experimentales y control, respectivamente. 
 Para cada compuesto, se obtuvo la CI50 a partir de la correspondiente curva dosis-
respuesta (concentración ensayada versus %IE). Los resultados se expresan como la media ± 
SD, a partir de los valores obtenidos en al menos dos experimentos independientes (n  2). 
Similar a los ensayos anteriores, se estimaron también los valores de CI90, IS y PRBZ. 
2.1.8.8. Ensayos de toxicidad in vivo. Determinación del NOAEL 
Los ensayos de toxicidad aguda se realizaron en el LBC/IOC/Fiocruz, previamente a los de 
eficacia in vivo. Con objeto de determinar el NOAEL (no observed adverse effects level), 
ratones hembra Swiss se sometieron al siguiente esquema de trabajo (da Silva et al., 2012): 
 Día 1: administración oral (p.o.) o intraperitoneal (i.p.) cada 2 h de dosis crecientes del 
compuesto a evaluar, comenzando en 12,5 mg/kg hasta alcanzar una dosis acumulativa 
(DA) en el ratón de 200 mg/kg. El volumen administrado por cada dosis fue de 0,1 mL.  
 Días 23: periodo de observación clínica de los ratones durante las 48 h posteriores a la 
finalización del tratamiento, registrando cualquier posible signo de toxicidad aguda de 
acuerdo con las normas de la OECD (Organization for Economic Cooperation and 
Development). 
 Día 3 (48 h post-tratamiento): tras determinar los valores del NOAEL se procedió al 
sacrificio y necropsia de los ratones, con extracción y examen macroscópico de los 
órganos internos (corazón, bazo, hígado y riñón) y su conservación en tampón Milloning-
Rosman (10% formaldehído en PBS) para un posterior estudio histológico. Asimismo, se 
tomaron muestras de sangre y suero para su análisis bioquímico y hematológico, 
respectivamente.  
 En cada ensayo se utilizaron dos ratones por grupo de tratamiento y se introdujo un 
grupo control de vehículo (solución al 10% de DMSO en agua destilada estéril) para p.o. y 
otro para i.p., además de un grupo control de ratones sin tratar. 
 Los resultados se expresan como la media ± SD de los datos obtenidos a partir de 
dos experimentos de toxicidad aguda independientes (n = 2) y se refieren al porcentaje de 
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variación del peso en los ratones, peso normalizado de los órganos extraídos, valores de 
bioquímica y valores de hemograma. 
2.1.8.9. Ensayos de actividad farmacológica in vivo 
Los compuestos que obtuvieron una actividad destacable en el screening secuencial in vitro, 
se sometieron a un ensayo de actividad in vivo en un modelo murino de enfermedad de 
Chagas aguda, siguiendo el esquema propuesto por Fiocruz y DNDi (Romanha et al., 2010). 
Parte de estos ensayos se realizaron en el Departamento de Parasitología de la Facultad de 
Farmacia de la UCM, mientras que otros se llevaron a cabo en el LBC/IOC/Fiocruz. 
 Todos los ensayos in vivo se realizaron con la cepa Y de T. cruzi. Para el desarrollo 
del experimento, la sangre infectada obtenida de ratones donadores mediante punción 
cardíaca (apartado 2.1.8.5.) se mezcló con sangre procedente de ratones sanos ajustándose 
a una concentración de 10
5
 TS/mL, a partir de la cual se infectaron los ratones vía i.p. a 
razón de 10
4
 TS en 0,1 mL/animal. 
 Distribución de los grupos experimentales 
Una vez infectados los animales, se distribuyeron aleatoriamente en lotes de 610 ratones a 
los que se les administró el compuesto a evaluar. En cada experimento se incluyó siempre 
un grupo control de infección (animales infectados a los que se les administró el vehículo), 
un grupo tratado con BZ y un grupo control constituido por animales sanos sin tratar. 
 Tratamiento 
Todos los tratamientos comenzaron el 5º día post-infección (d.p.i), momento en el cual 
comienzan a observarse TS en sangre periférica. En cada experimento únicamente se 
incluyeron los animales con parasitemia positiva. 
 Con respecto a los ensayos realizados en la UCM, los tratamientos se realizaron vía 
oral utilizando una sonda bucogástrica y una solución de carboximetilcelulosa sódica al 2% 
(apartado 2.1.3.1.) como vehículo para su administración. Las dosis variaron en función del 
experimento y la posología consistió en una dosis cada 24 h administrada durante 5 días 
consecutivos (Romanha et al., 2010). 
 Los compuestos que fueron evaluados in vivo en el LBC/IOC/Fiocruz se disolvieron 
en una solución al 10% de DMSO en agua destilada estéril y se administraron tanto por vía 
oral como i.p. Con respecto al BZ, éste fue disuelto en agua destilada estéril con un 3% de 
Tween 80 (Guedes-da-Silva et al., 2015). Las dosis a administrar se seleccionaron de acuerdo 
con los resultados obtenidos para cada compuesto en el ensayo de toxicidad aguda. Se 
realizó un primer ensayo en el que los animales fueron tratados con dos únicas dosis 
administradas el 5º (comienzo de la parasitemia) y el 8º (día de máxima parasitemia) d.p.i. 
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Basándose en los resultados de dicho experimento, se diseñó uno posterior con pautas de 
tratamiento prolongadas: 10 días consecutivos, 1 dosis administrada cada 24 o cada 12 h. 
 Evaluación de la actividad mediante examen de la parasitemia 
La eficacia del tratamiento se evaluó mediante seguimiento de la parasitemia y su 
comparación con el grupo control de infección. Las curvas se trazaron hasta el 30º d.p.i, 
periodo que comprende la fase aguda de la infección en ratón, siendo claves los siguientes 
d.p.i. en las infecciones realizadas con la cepa Y de T. cruzi: 5º (inicio de la parasitemia), 8º 
(máxima parasitemia), 10º (en función del experimento, corresponde al primer día post-
tratamiento), 14º (aparece un segundo pico de parasitemia en torno a este día) y 30º (último 
día de detección de parásitos en sangre periférica). 
 El recuento de la parasitemia se realizó aplicando el método descrito por Brener 
(1962). Para ello, a partir del extremo apical de la cola del ratón y con una micropipeta, se 
tomó una muestra de 5 L de sangre que se colocó en un portaobjetos y sobre la que se 
aplicó un cubreobjetos de 22 × 22 mm, de modo que formara una monocapa de células 
sanguíneas ocupando todo el área bajo el mismo, siendo 3.500 el número de campos 
microscópicos ocupados por la misma. Finalmente, la herida del animal fue cauterizada. 
 Para cada muestra se realizó el recuento de TS en 50 campos microscópicos, 
expresándose los niveles de parasitemia en cada grupo como la media del número de TS/mL 
de sangre ± SD.  
 Seguimiento del peso y de la supervivencia 
Durante el transcurso de la fase aguda se evaluó semanalmente el peso de los ratones y se 
realizó diariamente un seguimiento de la mortalidad hasta el 30º día post-tratamiento, 
expresándose los resultados para cada grupo como porcentaje de supervivencia (%S) 
(Romanha et al., 2010). 
 Los animales que superaron la fase aguda fueron sacrificados el día 30º después de 
finalizar el tratamiento, realizándose la extracción y examen macroscópico del corazón, 
bazo, hígado y riñón. Estos órganos se conservaron en tampón Milloning-Rosman para su 
posterior estudio histológico. 
2.1.8.10. Microscopía electrónica de barrido. Estudio de las alteraciones 
morfológicas ocasionadas en el parásito 
Las pruebas de microscopía electrónica de barrido (MEB) se realizaron en el Laboratorio de 
Parasitología de la Facultad de Farmacia y en el Servicio de Microscopía Electrónica de la 
Universidad de Alcalá de Henares, supervisadas por el Dr. Jorge Pérez Serrano. 
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 Preparación de las muestras 
Los estudios de MEB se realizaron sobre epimastigotes de T. cruzi, previamente tratados con 
la CI50
 
de los compuestos a ensayar, de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente en el 
apartado 2.1.8.6. Se incluyó un grupo de epimastigotes tratados con BZ, otro con NX y un 
grupo control de crecimiento (epimastigotes sin tratar, con 0,2% DMSO). Tras 72 h de 
tratamiento, las muestras se centrifugaron 5 min a 2000 rpm, se eliminó el sobrenadante y 
se realizaron dos lavados con tampón Milloning con 0,54% de glucosa (apartado 2.1.4.1.). 
 Fijación de las muestras 
Las muestras se colocaron en placas de 24 pocillos provistas de cubreobjetos circulares de 
12 mm de diámetro, estériles e impregnados con polilisina al 0,01%, y se incubaron durante 
1 h a 28 ºC. A continuación, se eliminó el líquido sobrante y se fijaron las muestras con una 
solución de glutaraldehído al 2% (apartado 2.1.4.1.), incubándose 90 min a temperatura 
ambiente. Finalmente las muestras se lavaron con tampón Milloning con 0,54% de glucosa. 
 Deshidratación de las muestras 
La deshidratación se realizó mediante pases sucesivos en soluciones de etanol de 
graduación creciente (30, 50, 70, 95 y 100%), manteniendo los cubreobjetos sumergidos en 
cada una de ellas durante 10 min. Una vez deshidratadas, las muestras se mantuvieron en 
acetona anhidra hasta la realización del punto crítico. 
 Punto crítico 
Las muestras deshidratadas se sometieron a un proceso de secado completo en un Polaron 
Critical Point Dryer CPD7501, a temperatura ambiente y con CO2 como fluido de transición. 
 Montaje y metalizado 
Una vez secos, los cubreobjetos se situaron en soportes stub de aluminio para MEB y se 
colocaron en un metalizador Polaron E5400, en el que se recubrieron las muestras con una 
capa de oro/paladio a 500 Å. 
 Observación de las alteraciones morfológicas 
Por último, las muestras fueron observadas y fotografiadas a 510 kV en un microscopio 
electrónico de barrido digital, modelo Zeiss DSM-950. 
2.1.8.11. Microscopía electrónica de transmisión. Estudio de los daños 
ultraestructurales ocasionados en el parásito 
Con el fin de iniciar estudios dirigidos a conocer el mecanismo de acción o dianas sobre las 
que actúan algunos de los compuestos más activos, se realizaron pruebas de microscopía 
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electrónica de transmisión (MET). Estos experimentos se realizaron en el LBC/IOC/Fiocruz, 
supervisados por la Dra. Maria de Nazaré C. Soeiro. 
 Preparación de las muestras 
Las pruebas de MET se realizaron con TS de T. cruzi. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de 
actividad siguiendo el protocolo detallado en el apartado 2.1.8.7., en los que se trataron los 
parásitos con la CI50 /24 h correspondiente a cada compuesto y se incluyó un control de TS 
tratados con BZ (CI50
 
/24 h) y otro de TS sin tratar (DMSO, sin exceder el 0,6% v/v). El 
procesamiento de las muestras para MET se inició tras 2 y 24 h de incubación con los 
compuestos (Araújo-Jorge y de Castro, 2000). 
 Fijación de las muestras 
Los TS se centrifugaron a 4200 rpm durante 10 min, se lavaron con PBS y se fijaron con una 
solución de glutaraldehído al 2,5% (apartado 2.1.4.2.) durante 60 min a 4 ºC. A continuación, 
las muestras se centrifugaron 10 min a 4200 rpm para retirar el exceso de fijador y se 
resuspendieron en tampón cacodilato 0,1 M pH 7,2 (apartado 2.1.4.2.), en el cual se pueden 
conservar a 4 ºC durante un tiempo prolongado. 
 Post-fijación de las muestras 
Las muestras se lavaron en tampón cacodilato y se post-fijaron con una solución de OsO4 al 
1% en el mismo tampón (apartado 2.1.4.2.) manteniéndose a 4 ºC y en oscuridad durante 1 
h. Los restos de OsO4
 
se retiraron mediante lavados sucesivos con tampón cacodilato. 
 Deshidratación 
La deshidratación de las muestras se llevó a cabo mediante pases sucesivos de 10 min en 
soluciones de acetona de concentración creciente (30, 50, 70, 90 y 100%), realizándose el 
último paso por duplicado. A continuación, se retiró la acetona 100% y se sustituyó por una 
solución de acetona pura en resina epoxi (v/v) en la que permanecieron las muestras a 4 ºC  
durante 18 h en un frasco bien cerrado. 
 Inclusión en resina epoxi y polimerización 
Tras retirar la mezcla de acetona/resina de las muestras, éstas se incluyeron en resina epoxi 
(apartado 2.1.4.2.) utilizando moldes específicos para su polimerización y se mantuvieron a 
60 ºC durante un periodo mínimo de 72 h. 
 Ultramicrotomía y contraste de las muestras 
A partir de los bloques, se obtuvieron cortes ultrafinos que se colocaron en rejillas de cobre 
y se acondicionaron en placas Petri pequeñas donde se procedió a su contraste. Los cortes 
se embebieron en una solución de acetato de uranilo al 2% (apartado 2.1.4.2.) durante 10 
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min protegiendo las placas de la luz y posteriormente se sumergieron durante 3 min en una 
solución de citrato de plomo (apartado 2.1.4.2.). 
 Observación al microscopio de los daños ultraestructurales 
Las muestras se examinaron y fotografiaron en un microscopio electrónico de transmisión 
modelo Jeol JEM1011, en el Servicio de Microscopía Electrónica de Fiocruz. 
2.1.8.12. Respirometría 
Los ensayos de respirometría se realizaron en el LBC/IOC/Fiocruz bajo la supervisión del Dr. 
Rubem F.S. Menna-Barreto y la Dra. Maria de Nazaré C. Soeiro. 
 El consumo de oxígeno de los TS se midió utilizando un respirómetro de alta 
resolución (Oxygraph 2 K, OROBOROS Instruments) en el que se mantuvo la temperatura 
constante a 37 ºC durante todo el procedimiento. En la cámara del respirómetro se 
colocaron 5 × 10
7  
TS resuspendidos en 2 mL de tampón de respiración (apartado 2.1.5.). 
Durante el experimento, la concentración y el flujo de oxígeno fueron registrados mediante 
el software DatLab (OROBOROS Instruments). A lo largo de un periodo de 2 h, se añadieron 
sobre los TS concentraciones crecientes de los compuestos a evaluar, siendo la 
concentración final alcanzada en la cámara la CI50/24 h definida en el ensayo de actividad in 
vitro. Finalmente, se bloqueó el consumo de oxígeno con antimicina A 22 M. En paralelo, se 
evaluó el consumo de oxígeno en muestras de TS tratados únicamente con el vehículo 
(DMSO, sin exceder el 0,6% v/v). 
 Los resultados indican el porcentaje de inhibición en el consumo de oxígeno 
(pmol/min/mL/10
7
 parásitos) sufrido por los TS tratados con respecto al control, expresado 
como la media ± el error estándar (SEM) de tres experimentos independientes (n = 3). 
2.1.8.13. Citometría de flujo 
Los experimentos de citometría de flujo se llevaron a cabo en el LBC/IOC/Fiocruz y fueron 
supervisados por la Dra. Maria de Nazaré C. Soeiro. 
 Las alteraciones producidas en el PMM de los TS se evaluaron en presencia del 
marcador fluorescente TMRE. Para la realización del ensayo, suspensiones de 5 × 10
6  
TS/mL 
en medio RPMI fueron tratadas con la CI50/24 h de los compuestos a evaluar e incubadas 
durante 2 y 24 h a 37 ºC, 5% CO2. En paralelo, se preparó una muestra control de TS tratados 
únicamente con el vehículo (DMSO, sin exceder el 0,6% v/v), así como un control positivo de 
muerte celular con TS sometidos a choque térmico (2 h a 56 ºC). Una vez concluidos los 
correspondientes tiempos de tratamiento, todas las muestras se incubaron durante 15 min a 
37 ºC en presencia del marcador TMRE (50 nM). 
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 La adquisición y análisis de los datos se obtuvo en un citómetro de flujo modelo 
FACSCalibur equipado con el software Cell Quest (Becton Dickinson), mediante el que se 
registraron un total de 10.000 eventos en la región previamente establecida como la 
correspondiente a la población de TS. 
 Los resultados reflejan el porcentaje de la población de TS que experimenta una 
pérdida en el PMM, expresados como la media ± SD de los valores obtenidos en tres 
experimentos independientes (n = 3). 
2.1.8.14. Análisis estadístico 
Para la realización del análisis estadístico se utilizó el software SPSS (versión 20, IBM). A 
continuación se indican cuales fueron los diferentes test aplicados en cada prueba. 
 Ensayos de actividad frente a amastigotes en placas de 48 pocillos 
La reproducibilidad de los ensayos in vitro realizados en amastigotes (apartado 2.1.8.6.), fue 
en principio analizada utilizando el Factor-Z’ (Zhang et al., 1999). Dicho parámetro 
estadístico evalúa la calidad de los ensayos a partir de sus controles positivo y negativo (en 
este caso, control de infección y de crecimiento celular, respectivamente), siendo de gran 
aplicación en el desarrollo y optimización de los mismos.  
 Ensayos de actividad farmacológica in vitro 
La actividad in vitro de los compuestos (CI50 y CL50) así como su potencia (CI90), se comparó 
con la del BZ mediante los tests no paramétricos de Kruskal-Wallis o U de Mann-Whitney. En 
ambos casos, se consideraron diferencias significativas cuando P < 0,05. 
 Ensayos de toxicidad in vivo. Determinación del NOAEL 
Las diferencias referentes al peso de los ratones, peso relativo de los órganos extraídos, así 
como entre los valores de los parámetros estudiados en las pruebas de hemograma y 
bioquímica, fueron analizadas mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. P < 0,05 se 
consideró estadísticamente significativo. 
 Ensayos de actividad farmacológica in vivo 
Los valores de parasitemia obtenidos entre los diferentes grupos fueron comparados 
mediante análisis de la varianza (ANOVA), realizándose el correspondiente análisis post hoc 
en el caso de rechazarse la hipótesis nula de igualdad entre los tratamientos (P < 0,05). 
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El mismo análisis se aplicó en el estudio de las diferencias relativas al peso de los 
animales durante la fase aguda, así como al de los supervivientes y sus órganos internos. 
 Ensayos de respirometría 
Las variaciones registradas en el consumo de oxígeno se compararon mediante el test no 
paramétrico U de Mann-Whitney. P < 0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 
 Ensayos de citometría de flujo 
El análisis de los resultados obtenidos en los experimentos de citometría de flujo se realizó 
mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney. P < 0,05 se consideró estadísticamente 
significativo. 
2.2. Formulaciones de compuestos antichagásicos 
El presente estudio, en el que se llevó a cabo el desarrollo, caracterización fisicoquímica y 
evaluación biológica sobre T. cruzi de diferentes dispersiones sólidas (DS) del fármaco de 
referencia BZ, así como de los derivados de 5-nitroindazol VATR1 y VATR3, se realizó en 
colaboración con el grupo de investigación del Dr. Santiago Torrado, del Departamento de 
Farmacia y Tecnología Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la UCM. 
2.2.1. MATERIAL BIOLÓGICO 
La evaluación biológica in vitro de las distintas formulaciones se llevó a cabo con la cepa CL-
B5 lacZ, mientras que la cepa Y se eligió de nuevo para la realización de los ensayos in vivo. 
 Con respecto a la línea celular, tanto los ensayos de citotoxicidad inespecífica, 
como los ensayos sobre amastigotes intracelulares, se realizaron con fibroblastos L929. 
 El mantenimiento de la línea celular y de los parásitos se ha detallado previamente 
en los apartados 2.1.8.2. y 2.1.8.4., respectivamente. 
 Para los ensayos de actividad in vivo se utilizaron ratones Swiss NMRI, mantenidos 
en las condiciones detalladas en el apartado 2.1.1.4. Todos los procedimientos que 
conllevaron el uso de ratones fueron realizados de acuerdo con las Directivas 86/609/CEE y 
2010/63/UE, controlados en España por los RD 1201/2005 de 10 de octubre y el 
actualmente vigente RD 53/2013 de 1 de febrero, por los que se establecen las normas 
básicas aplicables para la protección de los animales utilizados para experimentación y otros 
fines científicos. 
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2.2.2. FORMULACIONES EVALUADAS 
2.2.2.1. Dispersiones sólidas de benznidazol 
 Preparación 
Las DS de BZ se obtuvieron mediante un proceso de disolución y posterior evaporación del 
solvente por liofilización, utilizándose dos tipos de excipiente: desoxicolato de sodio (NaDC) 
o hidroxipropilcelulosa de bajo peso molecular (L-HPC). Las DS fueron preparadas en las 
proporciones 1:0,8, 1:1,5, 1:3, 1:6 y 1:10 (p/p) de principio activo:excipiente. 
 
Fig. 36. Estructura del NaDC (izquierda) y de la L-HPC (LH-31, contenido en grupos hidroxipropoxi: 
11%, derecha), utilizados como excipiente en las distintas formulaciones de BZ. 
 Las correspondientes cantidades de BZ y excipiente se mezclaron en agua destilada, 
agitándose la mezcla en un vórtex (2 min, 2500 rpm), después mediante ultrasonicación 
durante 5 min y finalmente 2 min a 2500 rpm en vórtex. A continuación, las mezclas se 
congelaron a -40º C y se liofilizaron (Liolabar 7, Telstat Inc.), siendo posteriormente molidas 
y tamizadas para separar la fracción granulométrica de 1,40,1 mm. 
 De forma paralela se prepararon mezclas físicas (MF) de BZ y excipiente en 
proporción 1:3 y 1:10 (p/p), mezclando manualmente la correspondiente cantidad de la 
fracción anterior. El mismo método de preparación, sin la incorporación de excipiente, se 
aplicó para la obtención de BZ recristalizado (R-BZ). 
 Las formulaciones se almacenaron en viales tapados mantenidos a temperatura 
ambiente (2224 ºC) en un desecador con gel de sílice para protegerlas de la humedad. 
 Ensayo de velocidad de disolución in vitro 
El ensayo de velocidad de disolución se realizó de acuerdo con el método de paletas  
descrito en la Farmacopea Estadounidense (USP) aparato 2, en un equipo ERWEKA DT80. La 
velocidad de rotación de la paleta se fijó en 50 rpm y en el vaso se colocaron 500 mL de 
medio de disolución (HCl 0,1 N). 
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 El aparato 2 consta de un vaso cilíndrico de fondo esférico, fabricado en vidrio o 
plástico, de 1617,5 cm de altura, 1010,5 cm de diámetro interno y 1 L de capacidad,  
inmerso en un baño de agua termostatizado a fin de mantener la temperatura del medio de 
disolución constante (37 ± 0,5 ºC). La paleta presenta un diámetro de 7475 mm y una 
altura de 19 mm, y se encuentra recubierta de un polímero fluorocarbonado que impide el 
contacto del metal con el medio de disolución en el cual se sumerge, manteniendo una 
separación de 2,5 cm con el fondo del vaso (Fig. 37).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 37. Esquema del aparato empleado en el 
ensayo de disolución (USP aparato 2): vaso 
(A), paleta (B), punto de muestreo (C) y medio 
de disolución (D). 
 Para la realización del ensayo, las formulaciones se dosificaron en cápsulas duras 
de gelatina, cada una de ellas conteniendo una cantidad equivalente a 10 mg de BZ. Se 
colocó una cápsula por vaso de disolución y periódicamente se tomaron muestras de 5 mL 
con una jeringa que se hicieron pasar por un filtro de 0,45 m (Acrodisc). La cantidad de BZ 
en cada muestra se determinó midiendo la absorbancia a 322 nm en un espectrofotómetro 
UV-VIS Beckman DU-7. La cantidad acumulada de BZ liberado se determinó a partir de la 
curva de calibración y = 0,0254x + 0,0071 (r
2
 = 0,9988). Cada determinación en cada punto 
(2, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 min) se llevó a cabo por triplicado. Los resultados 
se expresan como la media del porcentaje de BZ disuelto (%BZ) ± SD (n = 3). 
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2.2.2.2. Dispersiones sólidas de derivados de 5-nitroindazol 
 Preparación 
Las DS de los derivados de 5-nitroindazol VATR1 y VATR3 (Fig. 38) se prepararon mediante 
el método de evaporación del solvente, utilizando L-HPC como excipiente en las siguientes 
proporciones derivado:excipiente (p/p): 1:2,5 y 1:10 (VATR1), 1:5, 1:10 y 1:20 (VATR3). 
 
Fig. 38. Derivados de 5-nitroindazol seleccionados para el desarrollo de nuevas DS en L-HPC: 2-
bencil-1-propil- (VATR1) y 2-bencil-1-butil-5-nitroindazolin-3-ona (VATR3). 
 La correspondiente cantidad de derivado VATR1 o VATR3, se disolvió en un 
volumen mínimo de dimetilacetamida (DMA) y se mezcló con la cantidad requerida de L-HPC. 
La mezcla se mantuvo durante 24 h a 80 ºC y vacío, para evaporar por completo la DMA y 
obtener las DS. A continuación, las formulaciones se tamizaron para separar la fracción con 
un tamaño de partícula comprendido entre 1,20,1 mm. El mismo método de preparación, 
sin la incorporación de L-HPC, se llevó a cabo para obtener los respectivos derivados 
recristalizados: R-VATR1 y R-VATR3. 
 Finalmente, las formulaciones se mantuvieron a temperatura ambiente (2224 ºC), 
almacenadas en viales tapados en un desecador con gel de sílice protegidas de la humedad. 
 Ensayo de velocidad de disolución in vitro 
 Elaboración de comprimidos 
Siguiendo la metodología descrita en Palmeiro-Roldán et al. (2014), a partir de las distintas 
formulaciones se elaboraron comprimidos superdisgregables con el fin de asegurar su total 
exposición al medio de disolución. Para ello, las formulaciones se sometieron a un proceso 
de granulación por vía seca previo al de compresión. Como excipiente de relleno y 
disgregante se utilizó celulosa microcristalina y se eligió la crospovidona de acuerdo a su 
función disgregante por hinchamiento. Ambos excipientes se mezclaron primeramente junto 
con los gránulos (adición intragranular) y se incorporaron nuevamente antes del proceso de 
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compresión (adición extragranular), para garantizar la disgregación rápida y efectiva de los 
comprimidos y gránulos al correspondiente principio activo y excipientes. 
 Las mezclas a partir de las que se llevó a cabo el proceso de granulación se 
constituyeron por un 31,75% de la correspondiente DS de VATR1 o VATR3, un 63,50% de 
celulosa microcristalina y un 4,75% de crospovidona  adición intragranular . Éstas se 
sometieron a un proceso de aglomeración (obtención de briquetas) en una máquina de 
comprimir excéntrica (Bonals B/30) ajustada con punzones planos de 12 mm de diámetro, 
con posterior fractura de las briquetas para obtener los gránulos y tamizado para seleccionar 
finalmente aquellos con un tamaño comprendido entre 1,40,5 mm. 
 Los gránulos así obtenidos (31,50%) se mezclaron con celulosa microcristalina (61%) 
y crospovidona (7,50%)  adición extragranular  y se comprimieron en la máquina 
excéntrica mencionada ajustada con los mismos punzones. Por último, cada comprimido se 
dosificó con una cantidad de formulación equivalente a 5 mg del correspondiente derivado. 
 Ensayo de velocidad de disolución in vitro 
Los ensayos se realizaron siguiendo el método de paletas descrito en la USP (aparato 2), en 
un equipo ERWEKA
 
DT80. El aparato se fijó con una velocidad de rotación de 50 rpm, en el 
que se colocaron 500 mL de medio de disolución (HCl 0,1 N) y se mantuvo la temperatura a 
37 ± 0,5º C durante el transcurso del experimento. 
 Los comprimidos, dosificados con una cantidad equivalente a 5 mg de VATR1 o 
VATR3, se colocaron individualmente en los vasos de disolución. Periódicamente, se 
tomaron muestras de 5 mL que se pasaron a través de un filtro de 0,45 m (Acrodisc). La 
cantidad de derivado en cada muestra se determinó midiendo la absorbancia a 271 nm en 
un espectrofotómetro UV-VIS Beckman DU-7. La cantidad acumulada de VATR1 liberado del 
sistema se determinó a partir de la recta de calibración y = 0,0343x + 0,0024 (r
2
 = 0,9998). 
Con respecto al derivado VATR3, ésta se determinó mediante la recta de calibración y = 
0,0359x + 0,0013 (r
2
 = 0,9927). Cada determinación en cada punto (2, 5, 7,5, 10, 15, 20, 
30, 45, 60, 120, 150 y 180 min) se realizó por triplicado. Los resultados se expresan como 
la media del porcentaje de derivado disuelto (%VATR1 o %VATR3) ± SD (n = 3). 
2.2.3. EVALUACIÓN BIOLÓGICA 
2.2.3.1. Ensayos de actividad farmacológica in vitro  
 Dispersiones sólidas de benznidazol 
Para su evaluación in vitro, las DS de BZ se disolvieron directamente en los correspondientes 
medios de cultivo (LIT o MEM, según el ensayo a realizar) sin la incorporación de solventes 
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(DMSO), de modo que la concentración final de BZ en los cultivos comprendió desde 256 a 
0,5 M. En cada ensayo se incluyeron soluciones de BZ materia prima preparadas en las 
mismas condiciones, las cuales fueron evaluadas como formulación de referencia. 
 La actividad de las DS de BZ se ensayó sobre epimastigotes y amastigotes 
intracelulares de la cepa CL-B5 lacZ en presencia del sustrato CPRG (Fig. 20), siguiendo los 
respectivos protocolos anteriormente detallados en el apartado 2.1.8.6. 
 La citotoxicidad de las formulaciones se determinó en presencia del sustrato redox 
resazurina tras 48 h de contacto con cultivos de células L929 (Fig. 34, apartado 2.1.8.6.). 
 Todas las pruebas de actividad in vitro se realizaron bajo las mismas condiciones 
experimentales en tres ensayos independientes. Los resultados se expresan como la media 
de los porcentajes de inhibición (%AE, %C o %AA) obtenidos a la mayor concentración 
ensayada (256 M), así como la media de los valores de CI50 (pruebas en epimastigotes y 
amastigotes) y de los valores de CL50 (citotoxicidad inespecífica) ± SD (n = 3). 
 Dispersiones sólidas de derivados de 5-nitroindazol 
Debido a que ambos derivados se ensayaron previamente en diversos modelos in vitro, la 
evaluación biológica de las DS de VATR1 y VATR3 se llevó a cabo únicamente en el modelo 
in vivo de infección aguda. 
2.2.3.2. Ensayos de actividad farmacológica in vivo 
De acuerdo con los resultados obtenidos in vitro, las mejores DS se sometieron a un ensayo 
in vivo aplicando el modelo murino de infección aguda propuesto por Romanha et al. (2010), 
descrito en apartado 2.1.8.9.  
 Brevemente, grupos de ratones NMRI infectados vía i.p. con 10
4 
tripomastigotes 
sanguíneos de la cepa Y fueron tratados a partir del 5º d.p.i., administrándose una dosis 
cada 24 h durante 5 días consecutivos. Los tratamientos se realizaron oralmente, utilizando 
como vehículo una solución de carboximetilcelulosa sódica al 2%. En cada experimento 
siempre se incluyó un grupo control de animales infectados únicamente tratados con el 
vehículo, además de un grupo tratado con BZ materia prima. Con respecto a los ensayos 
realizados con los derivados de 5-nitroindazol, en éstos se incluyó además un grupo tratado 
con el correspondiente derivado VATR1 o VATR3 materia prima. 
 La eficacia de los tratamientos se determinó mediante seguimiento de los niveles de 
parasitemia en el 5º, 8º, 12º, 16º, 20º y 30º d.p.i., aplicando el método descrito por Brener 
(1962). La supervivencia de los animales se siguió diariamente durante los 30 días 
posteriores a la finalización del tratamiento (40º d.p.i.).  
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 En esta ocasión, los resultados se expresan como el porcentaje de reducción del 
área bajo la curva de parasitemia (%AUPC) trazada para cada grupo a partir de los niveles 
medios de parasitemia ± SEM (Muscia et al., 2011). Asimismo, se indica el porcentaje de 
supervivencia (%S) de cada grupo durante la fase aguda. 
2.2.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El análisis estadístico se realizó con el software SPSS (versión 20, IBM). El estudio 
comparativo de la velocidad de disolución entre las diferentes formulaciones se llevó a cabo 
aplicando el test de la t de Student. Con respecto a los ensayos biológicos in vitro, se aplicó 
el test no paramétrico de Kruskal- Wallis para la comparación de los valores de CI50 y CL50 de 
las distintas formulaciones con los resultados obtenidos por el BZ materia prima. En los 
ensayos in vivo, los niveles de parasitemia entre los distintos grupos se compararon 
mediante ANOVA, con el consiguiente análisis post hoc caso de existir diferencias 
significativas. P < 0,05 fue considerado estadísticamente significativo para todos los análisis.  
2.3. Modelos QSAR/ADL de predicción de actividad tripanocida 
Los estudios in silico se realizaron en colaboración con el Centro de Bioactivos Químicos de 
la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, Santa Clara, Cuba.  
2.3.1. CONSTRUCCIÓN DE LA BASE DE DATOS 
La base de datos (BD) a partir de la que se construyeron los modelos QSAR la constituyen 
1.308 moléculas evaluadas en T. cruzi mediante screening fenotípico. Éstas se recopilaron 
mediante búsqueda bibliográfica utilizando diversas fuentes, principalmente las Tesis 
Doctorales desarrolladas en el campo de la quimioterapia experimental para el tratamiento 
de la enfermedad de Chagas en el Departamento de Parasitología de la UCM (Atienza Serna, 
1994; Martínez Díaz, 1996; Muelas Serrano, 2001; Rolón, 2005; Vega Gómez, 2005) y la BD 
de DNDi (Drug for Neglected Diseases iniciative) en CheMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl 
ntd/download/#dndi_dataset_chagas, acceso: marzo de 2012); otras se obtuvieron de 
artículos científicos y de PubChem (Szajnman et al., 2000, 2003; del Olmo et al., 2001; Vega 
et al., 2005, 2012; Ravaschino et al., 2006; Saraiva et al., 2007; Pinto y de Castro, 2009; 
Gómez-Ayala et al., 2010; Nava-Zuazo et al., 2010; Urbina, 2010).  
 Como criterio de inclusión en el grupo de moléculas activas se consideró presentar 
un IS en epimastigotes > 10. En aquellos compuestos en los que no estaba determinada su 
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citotoxicidad, resultando imposible estimar su IS, se consideraron CI50 < 30 M. De acuerdo 
con estos criterios, el grupo de compuestos activos inicialmente lo formaron 759 moléculas. 
 El grupo de inactivos fue constituido originalmente por un total de 549 compuestos, 
entre los cuales se incluyeron aquellos que no cumplieron los requisitos anteriores (410 
compuestos), así como otros de uso farmacológico diverso (139 compuestos) cuya actividad 
tripanocida no ha sido descrita, pero que han sido clasificados como inactivos en estudios in 
silico previos (Vega et al., 2006; Castillo-Garit et al., 2010, 2011, 2012). La dificultad que 
existe en la búsqueda bibliográfica de compuestos inactivos frente a T. cruzi corroborados 
experimentalmente, obliga a incluir en este grupo compuestos que a priori no son activos 
frente al parásito. No obstante, la clasificación de estas 139 moléculas como inactivas no 
garantiza que realmente lo sean, pudiendo este hecho reflejarse posteriormente en los 
resultados de clasificación para la serie de compuestos inactivos (Castillo-Garit et al., 2012). 
 Los códigos SMILES (simplified molecular-input line-entry system) de todas las 
moléculas que constituyen la BD se pueden consultar en el Anexo suplementario 1 incluido 
en el CD que se adjunta a la presente memoria. 
2.3.1.1. Diseño de las series de entrenamiento y predicción  
La variedad estructural entre las moléculas que constituyen la BD se exploró mediante 
análisis de conglomerados según el procedimiento no jerárquico de k-medias (Montero-
Torres et al., 2005). A través del software STATISTICA (versión 10, StatSoft), se fijó en 20 el 
número de clusters en los que se subdividió el grupo de activos e inactivos, a partir de los 
cuales se retiró aproximadamente el 25% de los compuestos de manera aleatoria, para 
formar la correspondiente serie de predicción (SP) (Martins Alho et al., 2014). Mediante este 
procedimiento se asegura la presencia de compuestos pertenecientes a todos los clusters en 
ambas series de entrenamiento (SE) y SP. Asimismo, este análisis permite descartar aquellas 
moléculas que pudieran estar repetidas dentro de la BD. 
 Mientras que los compuestos que constituyen la SE se emplean en la confección de 
los modelos QSAR de predicción, aquellos incluidos en la SP se utilizan para la validación de 
los mismos (Martins Alho et al., 2014), procedimiento que se explicará más adelante. 
2.3.2. DESARROLLO DE MODELOS QSAR DE PREDICCIÓN DE ACTIVIDAD 
2.3.2.1. Cálculo de los descriptores moleculares 
Definidas las SE y SP, mediante el módulo QuBiLs-MAS (Quadratic, Bilinear and Linear MapS – 
based on Graph-Theoretical Electronic-Density Matrices and Atomic weightS) del software 
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TOMOCOMD-CARDD
 
(TOpological MOlecular COMputer Design – Computer Aided “Rational” 
Drug Design) se llevó a cabo el cálculo de los descriptores moleculares (DM) a partir de los 
que se crearon los modelos de predicción de actividad (Marrero-Ponce et al., 2012). 
 En este trabajo se calcularon los DM basados en relaciones de átomos, de índice 
lineal totales y locales (L), no considerando y considerando H en el grafo molecular (G) [fk(v), 
fkL(v), fk
H
(v), fkL
H
(v)], correspondientes a las matrices de adyacencia (M) no estocástica (NS), 
estocástica (SS), doble estocástica (dS) y de probabilidad mutua (PM). 
 En cada G, los diferentes grupos de átomos considerados en el cálculo de los 
índices locales fueron: aceptores de H, carbonos en cadenas alifáticas, donadores de H, 
halógenos, grupos metilo terminales, carbonos en fragmentos aromáticos y heteroátomos. 
Con el objetivo de diferenciar los vértices (átomos) de los G, se contemplaron además los 
diez sistemas de propiedades atómicas del software: masa atómica (MA), electronegatividad 
(E), polarizabilidad (P), volumen de van der Waals (VdW), coeficiente de reparto (LogP), carga 
(C), dureza (H), área de superficie polar (PSA), refractividad (R) y blandura (S). 
2.3.2.2. Análisis discriminante lineal 
A partir de los DM, se confeccionaron los modelos de predicción utilizando el análisis 
discriminante lineal (ADL) como técnica estadística para clasificar los compuestos como 
activos e inactivos, mediante la generación de una función discriminante. El ADL se realizó 
con el software STATISTICA (versión 10, StatSoft), obteniéndose una ecuación matemática 
lineal (función discriminante) que relaciona la variable dependiente (clasificación) con las 
variables predictoras calculadas a partir de los correspondientes DM. De acuerdo con esta 
técnica, la clasificación de un compuesto viene dada por los valores de “probabilidad 
posterior” obtenidos y utilizados en el cálculo de la diferencia de probabilidades (P): P% = 
[P(act) – P(inact)] × 100; donde P(act) y P(inact) son las probabilidades con que la ecuación 
clasifica un compuesto como activo e inactivo, respectivamente. Aquellos con valores de P% 
> 0 son clasificados como activos, mientras que los que presentan P% < 0 se clasifican 
como inactivos (Montero-Torres et al., 2005). 
 La calidad de los modelos se estudió mediante diversos parámetros estadísticos 
como: (i) la λ de Wilks, que indica su capacidad de discriminación general tomando valores 
de 0 (discriminación perfecta) a 1 (no discriminación), (ii) el cuadrado de la distancia de 
Mahalanobis (D
2
), que indica la separación entre los grupos de activas e inactivas y por tanto 
su capacidad para diferenciar entre ambos tipos de moléculas, (iii) el valor de F, (iv) la 
exactitud total (Q), coeficiente de correlación de Matthews (C), sensibilidad (S), especificidad 
(E), razón de falsa alarma (RFA) y precisión (Prec) (Castillo-Garit et al., 2012; Casañola-Martín 
et al., 2015). 
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Tabla 5. Parámetros estadísticos empleados en la evaluación de los modelos. 
Parámetro Definición
 
Cálculo
 
Exactitud Total (Q) Compuestos bien clasificados 
en relación al total 
(VP + VN) / (VP + FP + VN + FN) × 100 
Coeficiente de correlación de 
Matthews (C) 
Correlación existente entre la 
variable dependiente (clasif.) e 
independientes (DM) 
[(VP × VN – FP × FN ) / √ (VN + FN) × (VN 
+ FP) × (VP + FP) × (VP + FN)] × 100 
Sensibilidad (S) Compuestos activos 
clasificados correctamente en 
relación al total de activos 
VP / (VP + FN) × 100 
Especificidad (E) Compuestos inactivos 
clasificados correctamente en 
relación al total de inactivos 
VN / (VN + FP) × 100 
Razón de Falsa Alarma (RFA) Compuestos inactivos 
clasificados erróneamente en 
relación al total de inactivos  
FP / (FP + VN) × 100 
Precisión (Prec) Compuestos activos 
clasificados correctamente en 
relación al total de compuestos 
predichos por el sistema como 
activos 
VP / (VP + FP) × 100 
VP: verdadero positivo, FN: falso negativo, VN: verdadero negativo, FP: falso positivo. 
 Como estrategia para la selección de los modelos siempre se tuvo en cuenta el 
principio de parsimonia (Occam’s razor), de modo que ante resultados estadísticos similares 
se eligió siempre aquel modelo que presentó el menor número de variables (Montero-Torres 
et al., 2005; Castillo-Garit et al., 2012). 
 De esta manera se construyeron un total de 45 modelos QSAR/ADL de predicción, 
uno por cada una de las diez propiedades atómicas dentro de la correspondiente M (10 NS, 
10 SS, 10 dS y 10 PM), uno general dentro de cada M que combina las variables de los 
modelos anteriores (1 NS, 1 SS, 1 dS y 1 PM) y un último modelo por combinación de todas 
las variables seleccionadas en los generales (1 NS + SS + dS + PM). 
2.3.2.3. Validación de los modelos 
Construidos los modelos, resulta imprescindible confirmar su poder predictivo y robustez, 
para lo que se llevaron a cabo los siguientes procedimientos de validación externa e interna.  
 Validación externa 
El proceso de validación externa es necesario para confirmar la calidad y el poder que 
presentan los modelos para predecir la actividad de moléculas que no han sido utilizadas en 
su construcción (Castillo-Garit et al., 2012, 2015).  
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 Como se adelantó en el apartado 2.3.1.1., la SP confeccionada se evaluó por la 
función discriminante generada en cada modelo, de modo que los parámetros estadísticos 
obtenidos para dicha SP son un reflejo del mayor o menor poder predictivo de los mismos. 
 Validación interna 
La robustez de un modelo se refiere a la estabilidad de sus parámetros predictivos y por 
tanto, a la que presenta su poder de predicción cuando se produce una perturbación en la 
SE. Ésta se exploró mediante las técnicas de validación cruzada (LGO, Leave-Group-Out) y de 
aleatorización de la variable respuesta (Y-scrambling) (Castillo-Garit et al., 2012, 2015).  
 Validación cruzada 
De manera sucesiva y aleatoria se extraen diferentes proporciones de la BD (5, 10, 15, 20, 
25 y 30%), construyéndose nuevos modelos a partir de una “SE reducida” que se utiliza para 
predecir el comportamiento de los compuestos que han sido excluídos de la misma (LGO) 
cada vez (nueva “SP reducida”). Este procedimiento se repite hasta que todos los compuestos 
han sido extraídos de la BD una vez y sus actividades predichas por el modelo generado. 
 Como consecuencia de esta perturbación, los parámetros estadísticos de la SE no 
deben sufrir grandes variaciones con respecto a los del modelo original, lo que indica que en 
la BD no existe un grupo específico de moléculas que ejerza mayor influencia sobre su 
capacidad de predicción. 
 Aleatorización de la variable respuesta (Y-scrambling, intercambio de la Y) 
Aleatoriamente se invierte la clasificación original de activo o inactivo en el 5, 10, 20, 30 y 
40% de los compuestos que constituyen la SE, contruyéndose un nuevo modelo a partir del 
cual se calculan los parámetros estadísticos pertinentes para la “nueva SE” y la SP. 
 A medida que se aumenta el porcentaje de moléculas con la clasificación invertida 
(errónea) en la SE, los valores de Q de los nuevos modelos han de disminuir gradualmente 
con respecto al valor del modelo original. Este comportamiento confirma la estabilidad del 
mismo y descarta que los valores estadísticos hayan sido obtenidos de forma casual. 
2.3.3. SISTEMA MULTICLASIFICADOR DE MODELOS QSAR 
Los sistemas ensamblados o sistemas multiclasificadores (SMC) se construyeron mediante 
combinación de los clasificadores individuales (modelos) como estrategia para potenciar los 
resultados de la clasificación. Para ello se utilizó el programa DASDE (Diversity Analysis, 
Selection and Discovery of best Ensemble from bases models) versión 1.0., el cual combina 
Materiales y métodos 
 
 
- 154 - 
 
los modelos mediante fusión y asume que todos ellos son competitivos y complementarios, 
en otras palabras, igualmente expertos (Meneses Gómez y Cedré Gutiérrez, 2013). 
2.3.3.1. Evaluación de la diversidad 
La diversidad existente entre los modelos QSAR/ADL con respecto a la clasificación de las SE 
y SP, se cuantificó a través de todas las medidas implementadas en el programa DASDE: 
desacuerdo, doble fallo, diferencia, correlación y Q-estadístico; las cuales calculan la 
diversidad mediante comparación por pares de los modelos (Meneses Gómez y Cedré 
Gutiérrez, 2013): 
 Desacuerdo: caracteriza la complementariedad entre los clasificadores, evalúa la cantidad 
de compuestos en los que ha habido desacuerdo sobre el conjunto total de la BD. Cuanto 
mayor sea su valor (01), mayor será la diversidad. 
 Doble fallo: evalúa el fallo de los dos clasificadores al mismo tiempo. Mientras menor sea 
el valor (01), mayor es la diversidad. 
 Diferencia: es la diferencia entre la medida de desacuerdo y la de doble falta, existiendo 
una mayor diversidad cuanto mayor sea el valor obtenido (01). 
 Correlación: mide la correlación existente entre las decisiones tomadas por los diferentes 
clasificadores, adquiriendo valores entre -1 y 1 en función de la mayor (-1) o menor (1) 
debilidad de la asociación, indicando el valor de 0 una ausencia en la asociación. 
 Q-estadístico: evalúa la similitud entre los clasificadores, siendo Q = 0 cuando éstos son 
independientes, Q > 0 cuando hay una tendencia a reconocer las mismas estructuras y Q 
< 0 cuando los errores se dan en distintos compuestos. 
2.3.3.2. Ensamble  
La combinación de los modelos QSAR/ADL seleccionados, se llevó a cabo considerando las 
técnicas de voto mayoritario (V), promedio (A), máximo (X), mínimo (N) y mediana (M); 
implementadas en el programa DASDE (Meneses Gómez y Cedré Gutiérrez, 2013).  
 Para evaluar el comportamiento de los diferentes SMC, se calcularon los parámetros 
estadísticos habituales: Q, C, S, E, RFA y Prec. De esta manera, el SMC seleccionado debe 
presentar una optimización de estos parámetros con respecto a los obtenidos por los 
respectivos modelos individuales que lo integran. El principio de parsimonia (Occam’s razor) 
se consideró igualmente en la selección del SMC. 
 
Materiales y métodos 
 
 
- 155 - 
 
 
Fig. 39. Protocolo para la obtención del SMC a partir de los clasificadores individuales (modelos). 
Fuente: esquema adaptado del propuesto en Martins Alho et al. (2014). 
2.3.4. CRIBADO VIRTUAL DE LAS SERIES DE SÍNTESIS 
Como corroboración experimental de los diferentes SMC, se llevó a cabo la evaluación in 
silico de las series de síntesis previamente ensayadas frente a T. cruzi, con el propósito de 
explorar la correlación existente entre los resultados de predicción de actividad y los 
obtenidos experimentalmente. 
 De esta manera se procedió con el cribado virtual (CV) de un total de 148 moléculas 
distribuidas ahora en seis grupos de acuerdo con sus estructuras químicas, detalladas en el 
apartado 2.1.7. de la presente memoria: derivados de 5-nitroindazol, tetrahidroquinolinas, 
derivados de cloroquina, tiadiazinas, quelantes heterocíclicos y cromenoazoldionas. 
2.3.5. EXPLORACIÓN DEL DOMINIO DE APLICACIÓN 
Una vez realizado el CV de las distintas series de síntesis, se estudiaron diversos aspectos 
relacionados con el dominio de aplicación (DAp) de los sistemas de clasificación, con el 
propósito de conocer la aplicabilidad de los mismos así como sus posibles limitaciones. 
2.3.5.1. Dominio de aplicación 
El DAp de los sistemas de clasificación se determinó a partir de los correspondientes DM que 
definen cada uno, aplicando el método basado en la distancia euclídea disponible en el 
programa Ambit (Jaworska et al., 2005). 
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2.3.5.2. Análisis de conglomerados 
Mediante el software STATISTICA (versión 10, StatSoft), se realizó un nuevo análisis de 
conglomerados de tipo k-medias a partir de los DM que constituyen el SMC objeto de 
estudio, con el propósito de explorar la representatividad en la SE de las 148 moléculas 
sometidas al CV. 
2.3.5.3. Análisis de componentes principales 
Finalmente, se empleó el software STATISTICA (versión 10, StatSoft) para la realización de un 
análisis de componentes principales (ACP) a través del cual se llevó a cabo un último estudio 
de las estructuras que consituyen la SE, así como de aquellas que fueron evaluadas in silico. 
 Mediante esta técnica se reduce el número de variables iniciales, manteniéndose 
aquellas que proporcionan mayor variabilidad al conjunto de datos. Por combinación lineal 
de las mismas, se obtienen nuevas variables denominadas componentes principales (CP) o 
factores, las cuales son independientes entre sí y de cuya proyección para cada muestra (en 
este caso, las moléculas) en los ejes X (CP1, aquel que aporta mayor varianza) e Y (sucesivos 
CP) surge el denominado score plot a partir del cual se pueden detectar agrupaciones, 
tendencias y posibles outliers entre los compuestos estudiados (Eriksson et al., 2003; Sieg et 
al., 2007). 
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 “Tudo o que acontece uma vez  
poderá nunca mais acontecer, 
mas tudo o que acontece duas vezes,  
certamente acontecerá uma terceira” 
- Paulo Coelho - 
Resultados 
 
 
- 159 - 
 
3. RESULTADOS 
3.1. Cribado farmacológico de moléculas de síntesis 
3.1.1. EVALUACIÓN BIOLÓGICA SOBRE Trypanosoma cruzi DE DERIVADOS 
DE 5-NITROINDAZOL, SERIE I 
Se evaluó la actividad anti-Trypanosoma cruzi de una serie constituida por 35 derivados de 
5-nitroindazol, entre los que se encuentran 5-nitroindazolinonas 1,2-disustituídas y 5-
nitroindazoles 2,3- ó 1,3-disustituídos. Dicha serie fue sintetizada por el Dr. Vicente J. Arán 
(Instituto de Química Médica, CSIC) y sus estructuras se detallaron en el apartado 2.1.7.1. 
3.1.1.1. Curva de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi CL-B5 lacZ 
Antes de comenzar los ensayos con la cepa CL-B5 lacZ de T. cruzi, se determinó su curva de 
crecimiento con el fin de conocer su dinámica y ajustar las correspondientes pruebas al 
momento preciso. Para ello, se partió de un cultivo axénico de epimastigotes a partir del 
cual se realizaron subcultivos de 500.000 epimastigotes/mL en 5 mL de medio LIT que se 
mantuvieron a 28 ºC. Durante un periodo aproximado de 20 días y a partir de 3 subcultivos 
independientes (n = 3), se realizaron recuentos periódicos del número de epimastigotes en 
cámara Neubauer utilizando tintura de yodo (Fig. 40). 
 
Fig. 40.  Curva de crecimiento de epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ. Cada punto indica la media ± 
desviación estándar (SD) de los recuentos realizados en tres subcultivos independientes (n = 3). 
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3.1.1.2. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Una vez conocida la dinámica de crecimiento de la cepa, se realizó un screening primario en 
el que se determinó la actividad de los derivados a las 72 h de incubación con epimastigotes 
y su citotoxicidad tras 24 h de incubación con macrófagos murinos J774 (Tablas 6 y 7). 
Benznidazol (BZ) y nifurtimox (NX) se evaluaron paralelamente como fármacos de referencia. 
Tabla 6. Actividad de 5-nitroindazolinonas (VATR1VATR16) e indazolinona (VATR33) 1,2-
disustituídas en epimastigotes (cepa CL-B5 lacZ), expresada como porcentaje de inhibición (%AE), y 
citotoxicidad en macrófagos J774 (%CJ774) a las tres concentraciones inicialmente ensayadas. 
Compuesto 
256 M
a 
128 M
 
64 M
 
%AE %CJ774 %AE %CJ774 %AE %CJ774 
VATR1 94,75 0,00 92,76 0,00 92,73 0,00 
VATR2 90,38 0,00 88,31 0,00 87,60 14,60 
VATR3 84,05 81,58 88,34 67,52 82,76 33,27 
VATR4 90,16 80,99 90,01 71,75 85,16 54,14 
VATR5 69,21 57,87 83,72 64,00 74,50 9,77 
VATR6 37,72 0,00 40,90 0,00 42,53 0,00 
VATR7 41,85 15,52 70,40 11,88 77,95 0,00 
VATR8 24,18 0,00 13,04 0,00 10,67 0,00 
VATR9 67,99 0,00 42,75 0,00 42,67 11,42 
VATR10 11,55 0,00 7,92 0,00 3,05 0,00 
VATR11 13,23 0,00 10,54 0,00 7,45 0,00 
VATR12 89,14 20,71 84,31 9,95 81,81 0,00 
VATR13 86,13 0,00 76,51 0,00 71,75 0,00 
VATR14 83,99 16,79 54,68 0,00 28,33 0,00 
VATR15 23,38 0,00 29,12 0,00 49,64 0,00 
VATR16 26,56 43,13 19,43  14,23  
VATR33
b
 55,81  36,60  28,03  
NX 100 25,02 97,07 5,12 91,57 0,00 
BZ 82,01 12,98 79,75 14,81 70,95 13,02 
a 
Los resultados expresan la media de al menos dos experimentos realizados de manera 
independiente (n ≥ 2). La SD fue inferior al 10%. 
b 
Indazolinona 1,2-disustituida (sin grupo NO2). 
Tabla 7. Actividad de 5-nitroindazoles 2,3- (VATR1729 y VATR3435) y 1,3-disustituídos 
(VATR3032) en epimastigotes (cepa CL-B5 lacZ), expresada como porcentaje de inhibición (%AE), y 
citotoxicidad en macrófagos J774 (%CJ774) a las tres concentraciones inicialmente ensayadas. 
Compuesto 
256 M
a 
128 M
 
64 M
 
%AE %CJ774 %AE %CJ774 %AE %CJ774 
VATR17 21,16 6,83 38,12 0,00 48,31 0,00 
VATR18 0,00 0,00 26,05 0,00 15,66 0,00 
VATR19 70,77 41,43 67,13  56,25  
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Tabla 7. Continuación 
VATR20 54,72 26,33 48,51  24,57  
VATR21 79,31 0,00 78,80 0,00 53,41 0,00 
VATR22 34,50 64,65 43,50 15,22 51,75  
VATR23 22,46 0,00 16,39 28,50 61,20 22,41 
VATR24 63,67  76,56  76,50 26,52 
VATR25 78,74 21,61 79,20 6,57 67,79 0,00 
VATR26 91,16 62,41 16,94 35,33 27,41 0,00 
VATR27 71,86 20,00 70,49 19,17 71,52 6,34 
VATR28 68,54 0,00 56,15 1,39 36,73 21,51 
VATR29 6,26  11,27  20,71  
VATR30 11,30  23,62 9,00 46,39 13,28 
VATR31 49,35 0,00 40,56 2,99 66,99 0,00 
VATR32 56,26 27,11 40,29  21,41  
VATR34 72,54 9,31 35,65  27,01  
VATR35 2,81  0,00  0,00  
NX 100 25,02 97,07 5,12 91,57 0,00 
BZ 82,01 12,98 79,75 14,81 70,95 13,02 
a 
Los resultados expresan la media de al menos dos experimentos realizados de manera 
independiente (n ≥ 2). La SD fue inferior al 10%.  
 En general, todos los compuestos presentaron una baja citotoxicidad inespecífica a 
la mayor concentración ensayada (256 M), a excepción de VATR3, VATR4, VATR5, 
VATR16, VATR19, VATR22 y VATR26.  
 Varios de los compuestos mostraron %AE ca. 80% o mayor (VATR14, VATR1214, 
VATR21, VATR25 y VATR26) a 256 M, similar a la del BZ (%AE = 82,01%), aunque inferior a 
la del NX (%AE = 100%). A pesar de que algunos compuestos experimentaron una  
importante pérdida de actividad a concentraciones inferiores (VATR14, VATR21, VATR26 y 
VATR34), la mayoría de los derivados que presentaron gran actividad a 256 M mantuvieron 
ésta en torno al 7090% [VATR15, VATR7, VATR12 y VATR13 (5-nitroindazolinonas 1,2-
disustituídas);  VATR24 y VATR27 (3-alcoxi-2-alquilindazoles)] a 128 y 64 M.  
 Cabe destacar la actividad de VATR1, VATR2 y VATR3, los cuales mantuvieron un 
%AE > 80% hasta 8 M, acompañada de una evidente ausencia de toxicidad sobre 
macrófagos J774 a concentraciones inferiores a 64 M. Estos tres derivados obtuvieron 
sobre epimastigotes valores de CI50 = 0,93, 2,39 y 1,17 M para VATR1, VATR2 y VATR3, 
respectivamente (Fig. 41). Estos resultados, junto con los respectivos índices de selectividad 
(IS) para los tres compuestos, se muestran más adelante en la Tabla 9, una vez completado 
el cribado in vitro para esta primera serie. 
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Fig. 41. Curvas dosis-respuesta (concentración 
ensayada versus %AE) obtenidas para los 
derivados VATR1 (A), VATR2 (B) y VATR3 (C). 
Cada punto de la curva representa la media de al 
menos dos experimentos independientes. La SD 
fue inferior al 10%. 
 
 Únicamente 10 (VATR8, VATR10, VATR11, VATR15, VATR17, VATR18, VATR23, 
VATR29, VATR30 y VATR35) de los 35 compuestos evaluados en la serie I de derivados de 
5-nitroindazol, resultaron prácticamente inactivos a este nivel (%AE < 25% a 256 M). 
 Es importante destacar la ausencia de correlación dosis-respuesta (concentración 
ensayada-actividad) observada para varios de los compuestos ensayados, especialmente a 
concentraciones elevadas, atribuida a problemas en la solubilidad de los mismos. 
3.1.1.3. Microscopía electrónica de barrido 
Con el fin de conocer las alteraciones morfológicas inducidas por los derivados de 5-
nitroindazol, se prepararon muestras para su estudio mediante microscopía electrónica de 
barrido (MEB) a partir de cultivos de epimastigotes tratados con la CI50 de los dos derivados 
más activos de la serie (VATR1 y VATR3, CI50 = 0,93 y 1,17 M; respectivamente) durante 72 
h a 28 ºC. Se prepararon además muestras de epimastigotes con DMSO al 0,2% (control de 
crecimiento), así como de epimastigotes tratados con BZ (CI50 = 27,32 M) y NX (CI50 = 3,61 
M) en las mismas condiciones. 
 Las fotografías correspondientes al control de crecimiento (Fig. 42AB),  muestran 
la morfología típica de los epimastigotes, con su cuerpo celular alargado y un flagelo que 
emerge hacia la mitad del mismo generándose una membrana ondulante que queda libre 
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por la parte anterior del parásito. Sin embargo, cuando éstos fueron incubados con los 
fármacos de referencia (Fig. 42CD), se produjo una clara retracción del cuerpo celular, con 
gran afectación de la morfología en el caso de los epimastigotes tratados con NX (Fig. 42D). 
Con respecto a la morfología de los epimastigotes tratados con VATR1 (Fig. 42EF) y VATR3 
(Fig. 42GH), se observaron alteraciones en la superficie de los parásitos como son la 
generación de poros de pequeño tamaño (Fig. 42F y H, VATR1 y VATR3, respectivamente), 
así como una aparente alteración en la membrana celular, más evidente en los epimastigotes 
expuestos al derivado VATR1 (Fig. 42F). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 42. MEB realizada en cultivos 
de epimastigotes cepa CL-B5 lacZ 
tras 72 h de tratamiento: (AB) los 
parásitos sin tratar muestran la 
morfología típica de epimastigotes, 
(CD) el tratamiento con BZ y NX 
produjo retracción en el cuerpo 
celular de los epimastigotes, (EF) 
VATR1 y (GH) VATR3 dieron 
lugar a alteraciones a nivel de la 
superficie, más evidentes en el 
caso del derivado VATR1 (F). 
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3.1.1.4. Actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares 
Tras el screening primario, se seleccionaron 12 moléculas para evaluar su actividad frente a 
amastigotes intracelulares de la cepa CL-B5 lacZ. Asimismo, se aprovechó este trabajo para 
estandarizar el ensayo in vitro en placas de 48 pocillos en las condiciones especificadas en 
el apartado 2.1.8.6. de la presente memoria.  
 La Fig. 43 muestra un ejemplo de las absorbancias medias obtenidas por los grupos 
control de infección, control de crecimiento y medio, en presencia de CPRG en Tritón X-100 
3% (concentración final 400 M, pH 7,4) en las pruebas de actividad realizadas en placas de 
48 pocillos. Se aprecia cómo tras 3 h de incubación con el sustrato, existe gran diferencia 
entre las absorbancias del control de infección y crecimiento celular, discriminándose 
perfectamente la actividad -galactosidasa correspondiente al parásito. 
 
Fig. 43. Absorbancias medias registradas para los controles de infección, crecimiento y medio en las 
pruebas de amastigotes realizadas en placas de 48 pocillos mediante infección 1:6 (L929:TDC). 
La Tabla 8 muestra los resultados de actividad obtenidos. Únicamente se evaluaron 
las concentraciones que resultaron activas para epimastigotes y no citotóxicas (Rolón et al., 
2006b), siendo éstas inicialmente 256, 128 y 64 M. Sin embargo, los compuestos que a 64 
M obtuvieron %AE > 80% (Tablas 6 y 7) fueron evaluados a concentraciones inferiores.  
Las 5-nitroindazolinonas 1,2-disustituídas (VATR1, VATR2, VATR3, VATR12 y 
VATR13) fueron generalmente más activas que los nitroindazoles 2,3- o 1,3-disustituídos 
(VATR21, VATR25, VATR27 y VATR31) (Tabla 8), con VATR1 (CI50 < 1 M), VATR2 (CI50 = 
4,65 M) y VATR3 (CI50 = 3,71 M) como los derivados más activos (Tabla 8, Fig. 44). Por el 
contrario, no se pudo determinar la actividad de VATR4, VATR7 y VATR14 a las 
concentraciones ensayadas, por ser inactivas en epimastigotes (NE-epis) o citotóxicas (NE-
cito), o detectarse toxicidad para la célula hospedadora durante el ensayo (ND). 
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Tabla 8. Actividad tripanocida frente a amastigotes de T. cruzi CL-B5 lacZ, expresada como la media 
del porcentaje de inhibición (%AA) ± SD (n = 3) obtenido para cada concentración. 
Compuesto 256 M
 
128 M
 
64 M 32 M
 
16 M 8 M
 
VATR1 100 ± 3,12  100 ± 5,44 100 ± 2,37 100 ± 4,75 100 ± 4,20 100 ± 1,22 
VATR2 NE (cito)
a 
NE (cito) 100 ± 1,84 100 ± 1,10 100 ± 1,41 100 ± 2,79 
VATR3 NE (cito) NE (cito) NE (cito) NE (cito) 100 ± 5,78 100 ± 3,60 
VATR4 NE (cito) NE (cito) NE (cito) ND
c 
ND NE (epis)
b 
VATR7 ND ND ND NE (epis) NE (epis) NE (epis) 
VATR12 NE (cito) 100 ± 6,62 100 ± 8,74 74,70 ± 2,90 58,85 ± 8,82 NE (epis) 
VATR13 68,24 ± 4,25 87,83 ± 0,52 70,44 ± 0,83 NE (epis) NE (epis) NE (epis) 
VATR14 ND NE (epis) NE (epis) NE (epis) NE (epis) NE (epis) 
VATR21 61,89 ± 3,03 66,88 ± 0,92 66,23 ± 7,35 NE (epis) NE (epis) NE (epis) 
VATR25 NE (cito) 100 ± 1,32 100 ± 2,17 NE (epis) NE (epis) NE (epis) 
VATR27 NE (cito) NE (cito) 78,49 ± 3,04 NE (epis) NE (epis) NE (epis) 
VATR31 NE (epis) NE (epis) 49,88 ± 8,44 NE (epis) NE (epis) NE (epis) 
NX ND ND 100 ± 0,02 100 ± 1,64 100 ± 2,70 100 ± 1,04 
BZ 100 ± 0,04  100 ± 2,18 100 ± 1,43 100 ± 7,62 100 ± 4,91 98,88 ± 1,94 
a
 No evaluado (citotóxico). 
b
 No ensayado (baja actividad frente a epimastigotes). 
c 
No determinado. 
 
 
Fig. 44. Curvas dosis-respuesta (concentración 
ensayada versus %AA) obtenidas para los 
derivados de 5-nitroindazol más activos de la 
serie I: VATR1 (A), VATR2 (B) y VATR3 (C). 
Cada punto de la curva representa la media ± SD 
(n = 3). 
 
Los ensayos de actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares de la cepa CL-B5 
lacZ se realizaron en las condiciones experimentales especificadas en el apartado 2.1.8.6. y 
en todos los casos los valores de Z’ estaban comprendidos entre 0,30,9, indicando la 
reproducibilidad de los mismos. 
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Una vez completado el cribado farmacológico in vitro, se estimaron los IS en 
epimastigotes y amastigotes para los compuestos más activos de la serie (VATR1, VATR2, y 
VATR3), habiéndose alcanzado IS > 30 en todos ellos (Tabla 9). 
Tabla 9. Actividad frente a epimastigotes y amastigotes de T. cruzi CL-B5 lacZ y citotoxicidad 
inespecífica en macrófagos J774 expresadas como CI50  y CL50, respectivamente. 
Compuesto CI50 epis (M)
a 
CI50 amas (M)
 
CL50 (M) IS epis
b 
IS amas
 
VATR1 0,93 < 1 > 256 > 275,27 > 256 
VATR2 2,39 4,65 > 256 > 107,11 > 55,05 
VATR3 1,17 3,71 111,65 95,42 30,09 
NX 3,61 < 8 > 256 > 70,91 > 32 
BZ 27,32  < 8 > 256 > 9,37 > 32 
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índices de selectividad calculados 
como  IS = CL50/CI50. 
3.1.1.5. Actividad in vivo  
Finalmente, VATR1 y VATR3 fueron sometidos a un ensayo de actividad in vivo con el fin de 
evaluar su capacidad para reducir la parasitemia en un modelo murino de enfermedad de 
Chagas aguda (Romanha et al., 2010). Ambos se administraron oralmente a grupos de 
ratones NMRI (n = 6) en dosis de 100 mg/kg/día durante 5 días consecutivos a partir del 5º 
d.p.i. En el ensayo se incluyó un grupo de ratones infectados al que se administró el vehículo 
(solución de carboximetilcelulosa sódica al 2%) y otro tratado con BZ a las mismas dosis. 
Los dos derivados redujeron la parasitemia en ratones infectados con T. cruzi cepa 
Y, aunque ninguno de ellos la eliminó completamente al final del tratamiento, a diferencia de 
lo ocurrido en el grupo tratado con BZ. Sin embargo y como se muestra en la Fig. 45, ambos 
derivados dieron lugar a importantes reducciones en la parasitemia (P < 0,05) una vez 
concluido el tratamiento el 10º d.p.i.  
Con respecto a la supervivencia (Fig. 46), todos los ratones tratados sobrevivieron a 
la fase aguda, habiéndose registrado una única muerte en el grupo control de infección 
durante los 30 días posteriores a la finalización del tratamiento (40º d.p.i.).  
La aparente ausencia de indicadores de toxicidad aguda durante el transcurso del 
experimento, tales como diarrea, pérdida de pelo o de peso, sugiere que los derivados 
VATR1 y VATR3 son bien tolerados en ratón a la posología administrada. 
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Fig. 45. Tratamiento 
con VATR1 y VATR3, 
100 mg/kg/día vía oral 
por 5 días consecutivos 
(59º d.p.i): niveles de 
parasitemia en ratones 
NMRI infectados con T. 
cruzi cepa Y (n = 6).  
* Indica diferencias  
significativas (P < 0,05) 
con respecto al grupo 
control de infección, 
ANOVA. 
 
 
 
 
Fig. 46. Tratamiento con 
VATR1 y VATR3, vía oral: 
supervivencia durante la 
fase aguda. 
 
 
Los resultados del cribado farmacológico in vitro e in vivo anteriormente expuestos, 
correspondiente a la serie I de derivados de 5-nitroindazol, se encuentran publicados en 
Vega et al. (2012) y Fonseca-Berzal et al. (2014b).  
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3.1.1.6. Ensayos complementarios de actividad farmacológica in vitro 
De acuerdo con la actividad que demostraron los derivados VATR1 y VATR3 sobre la cepa 
CL-B5 de T. cruzi, éstos fueron seleccionados para llevar a cabo un estudio más completo de 
su perfil de actividad tripanocida durante la estancia realizada en el LBC/IOC/Fiocruz. 
 Citotoxicidad en cultivos primarios de células cardíacas y en fibrobrastos L929 
A continuación se muestran los resultados de citotoxicidad sobre cultivos primarios de 
células cardíacas (CC) tras 24 y 48 h de incubación a 37 ºC y 5% CO2, así como sobre 
fibroblastos L929 tras 96 h de incubación en las mismas condiciones de temperatura y 
humedad (Tabla 10).  
Tabla 10. Citotoxicidad (%C) de VATR1 y VATR3 en CC y L929, expresada como porcentaje a la 
mayor concentración ensayada (100 M) y CL50 (M). Los resultados son la media ± SD (n = 2 para 
CC y n = 3 para L929). 
VATR1 
24 h 48 h 96 h 
%C
a 
CL50 (M)
 %C CL50 (M)
 %C CL50 (M)
 
CC 0,00 ± 0,00 > 100 0,00 ± 0,00 > 100   
L929     52,66 ± 12,34 86,57 ± 10,77 
VATR3 
24 h 48 h 96 h 
%C CL50 (M) %C CL50 (M) %C CL50 (M)
 
CC 0,00 ± 0,00 > 100 0,00 ± 0,00 > 100   
L929     77,39 ± 1,75 55,34 ± 7,89 
BZ 
24 h 48 h 96 h 
%C CL50 (M) %C CL50 (M) %C CL50 (M)
 
CC 0,00 ± 0,00 > 100 0,00 ± 0,00 > 100   
L929     43,52 ± 2,79 > 100 
a 
100 M para todos los ensayos. * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al BZ, test de 
Kruskal-Wallis. 
 Ninguno de los compuestos fue tóxico sobre CC,  alcanzando CL50
 
> 100 M a los 
dos tiempos de incubación ensayados (24 y 48 h) sin alteraciones en la morfología y 
contractibilidad celular como consecuencia de dicho tratamiento. Por el contrario, el perfil de 
toxicidad obtenido en células L929 tras 96 h de tratamiento con VATR1 y VATR3, desveló 
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cierta afectación en la viabilidad celular a 100 M (CL50
 
= 86,57 ± 10,77 M y 55,34 ± 7,89 
M, respectivamente), observándose un comportamiento similar al del BZ (P > 0,05). 
 Actividad in vitro frente a amastigotes intracelulares de las cepas Tulahuen lacZ e Y 
y frente a tripomastigotes sanguíneos de la cepa Y 
A continuación se evaluó la actividad de VATR1 y VATR3 sobre las cepas Tulahuen 
(amastigotes en L929) e Y (amastigotes en CC y tripomastigotes sanguíneos). Los resultados 
obtenidos en estos ensayos figuran en la Tabla 11.  
 A pesar de que ambos obtuvieron perfiles de actividad ligeramente inferiores al del 
BZ en amastigotes de la cepa Tulahuen, los dos mostraron gran selectividad (IS VATR1
 
= 
24,32 e IS VATR3 = 8,77). Frente a la cepa Y presentaron un comportamiento similar, 
observándose una importante reducción del índice endocítico (IE) a 25 M (%IE = 99,43 ± 
0,42% para VATR1 y %IE ca. 71% para VATR3, Fig. 47), siendo además más selectivos (IS 
VATR1 > 35,71 e IS VATR3 > 11,08). Asimismo, VATR1 igualó la actividad del BZ en 
amastigotes de ambas cepas (P > 0,05), no siendo así en el caso de VATR3. Por el contrario, 
ninguno fue activo en tripomastigotes sanguíneos (TS) tras 2 (CI50 > 250 M) y 24 h. 
Tabla 11. Actividad de VATR1 y VATR3 frente a amastigotes intracelulares (cepas Tulahuen C4 lacZ 
e Y) y tripomastigotes sanguíneos (cepa Y), expresada como la media de CI50 (M) y la media de CI90 
(M) ± SD (n = 3). 
VATR1 CI50 (M)
a 
CI90 (M)
a
 IS
b 
PRBZ
c 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  3,56 ± 0,99  9,60 ± 1,17 24,32  1,00 
Amastigotes cepa Y  2,80 ± 0,46 6,02 ± 0,30 > 35,71 1,07 
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  202,41 ± 15,38  > 250 > 0,49 < 0,09 
VATR3 CI50 (M)
 
CI90 (M) IS
 
PRBZ
 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  6,31 ± 1,04
 
 15,55 ± 4,86 8,77 0,62 
Amastigotes cepa Y  9,02 ± 5,26 > 25 > 11,08 < 0,25 
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  132,18 ± 7,35  240,19 ± 19,54  > 0,75 0,09 
BZ CI50 (M)
 
CI90 (M) IS
 
PRBZ
 
Amastigotes Tulahuen cepa C4 lacZ  1,66 ± 0,10 9,63 ± 0,37 > 60,24  
Amastigotes cepa Y 1,77 ± 1,11 6,46 ±1,34 > 56,50  
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  8,01 ±  0,81 22,75 ± 1,15 > 12,48  
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índice de selectividad (IS = 
CL50/CI50). 
c
 Potencia relativa a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto). * Diferencias significativas (P < 
0,05) con respecto al BZ, test de Kruskal-Wallis. 
Los resultados de actividad in vitro recogidos en el apartado 3.1.1.6., dieron lugar a 
la publicación Fonseca-Berzal et al. (2015a). 
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Fig. 47. Análisis mediante microscopía óptica de cultivos de CC infectados durante 24 h con T. cruzi 
cepa Y (A) y posteriormente tratados 48 h con 6,25 M (B), 12,50 M (C) y 25 M (D) del derivado 
VATR3. Las flechas negras señalan algunas de las CC infectadas con amastigotes. 
3.1.1.7. Microscopía electrónica de transmisión  
Con el fin de iniciar estudios orientados a conocer el mecanismo de acción de los 5-
nitroindazoles, se realizaron pruebas de microscopía electrónica de transmisión (MET). A 
pesar de ser inactivos frente a TS, éstos se eligieron por ser la forma extracelular de T. cruzi 
rutinariamente empleada en el LBC/IOC/Fiocruz para las pruebas de cribado farmacológico. 
Las Fig. 48 y 49 muestran los daños ultraestructurales ocasionados en TS tras 2 y 
24 h (37 ºC y 5% CO2) de tratamiento con la CI50/24 h de VATR1 y VATR3 (Tabla 11). Tras 2 
h de incubación, los TS no tratados (Fig. 48A) mostraron una morfología típica, apreciándose 
el núcleo (N), retículo endoplasmático (ER) y una única mitocondria (M) con el característico 
kinetoplasto (K) redondeado. Por el contrario, los TS tratados con BZ inmediatamente 
presentaron una intensa vacuolización (Fig. 48BC, estrella blanca). Cuando los parásitos se 
trataron con VATR1 y VATR3, la mayor parte del N y el ADNk permanecieron inalterados 
(Fig. 48DE), incluso tras 24 h de incubación (Fig. 49A, C y E). No obstante, después de 2 h 
de tratamiento las alteraciones más evidentes (estrellas negras) fueron la presencia de ER 
Resultados 
 
 
- 171 - 
 
dilatado (Fig. 48E) y la desorganización del aparato de Golgi (Fig. 48F), además de la 
separación de la membrana plasmática (Fig. 48DE y 49A, flechas negras) y de la envoltura 
nuclear (Fig. 48E, recuadro flecha blanca). Algunos TS presentaron su mitocondria hinchada, 
reflejo de una pérdida de integridad, especialmente los tratados con VATR3 (Fig. 49C, 
flechas blancas). Por otra parte, se observó como los TS tratados con ambos derivados 
mostraron una importante liberación de contenido citoplasmático a nivel de la bolsa flagelar, 
mediada por la formación de membranas (Fig. 49A y C), así como pronto se observó un gran 
número de vesículas intracelulares en el tratamiento con VATR1 (Fig. 48D) y VATR3 (Fig. 
48EF) y de perfiles de ER (doble flecha negra) rodeando la mitocondria (Fig. 49C) y el núcleo 
(Fig. 49E) tras periodos de incubación mayores. 
 
 
Fig. 48. Alteraciones ultraestructurales 
producidas en TS de T. cruzi cepa Y tras 2 h 
de tratamiento: (A) los parásitos no tratados 
mostraron la morfología típica de TS, (BC) 
los TS tratados con BZ presentaron una 
intensa vacuolización (estrella blanca), (D) 
el tratamiento de los TS con VATR1 
provocó la separación de la membrana 
plasmática (flechas negras) y la aparición de 
vesículas intracelulares, (EF) el tratamiento 
con VATR3 mostró perfiles dilatados de ER 
y una desorganización del aparato de Golgi 
(estrellas negras) además de la separación 
de la membrana plasmática (flecha negra) y 
de la envoltura nuclear (flecha blanca). 
M: mitocondria, N: núcleo, ER: retículo 
endoplasmático, K: kinetoplasto, F: flagelo, 
G: aparato de Golgi. 
Barras = 0,5 µm. 
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Fig. 49. Alteraciones ultraestructurales 
producidas en TS de T. cruzi cepa Y tras 
24 h de tratamiento: (AB) los TS tratados 
con VATR1 presentaron una separación de 
la membrana plasmática (flechas negras), 
(CE) los TS tratados con VATR3 
mostraron afectación a nivel de la 
mitocondria (doble flecha blanca) y perfiles 
de ER rodeando la mitocondria y el núcleo 
(doble flecha negra). 
M: mitocondria, N: núcleo, ER: retículo 
endoplasmático, K: kinetoplasto, F: flagelo, 
G: aparato de Golgi. 
Barras = 0,5 µm. 
 
3.1.1.8. Respirometría 
Con el propósito de estudiar si la mitocondria de T. cruzi se encuentra dentro de las posibles 
dianas sobre las que actúan los 5-nitroindazoles, se llevó a cabo un estudio de respirometría 
en el que se registró el consumo de O2 de TS tratados con concentraciones crecientes de 
VATR1 y VATR3 durante un periodo de 2 h. 
 Es importante destacar que las concentraciones con las que se trataron los parásitos 
fueron las CI50
 
definidas en el ensayo de actividad en TS tras 24 h de tratamiento (Tabla 11). 
Estas concentraciones no provocan un efecto lítico sobre los TS durante las 2 h de 
transcurso del ensayo (CI50/2 h VATR1 y VATR3 > 250 M). De esta manera, cualquier efecto 
registrado sobre el consumo de O2 es debido a una acción directa de los compuestos sobre 
la mitocondria y no a una disminución en la población de TS.  
 Los porcentajes de inhibición en el consumo de O2
 
se recogen en la Fig. 50. En ella 
se observa como el tratamiento durante 20 min con VATR1 101 M y con VATR3 66 M (1/2 
CI50), no supuso una gran inhibición en el consumo de O2 de los TS (0,50 y 5,20%, 
respectivamente). De nuevo estabilizado el flujo de O
2
 en la cámara, se añadió 1/2 CI50
 
de los 
derivados, alcanzándose de esta manera los respectivos valores de CI50 (VATR1 = 202 M y 
VATR3 = 132 M). Tras completar las 2 h de tratamiento, VATR1 inhibió el consumo de O2 
en un 19,83% (P < 0,05), mientras que VATR3 lo hizo en un 31,79% (P < 0,05). Finalmente, el 
consumo de O2 experimentó un fuerte bloqueo con la adición de antimicina A 22 M (58,15 
y 55,35% para VATR1 y VATR3, respectivamente), indicando que la captación de O2
 
 se debe 
al proceso de respiración mitocondrial. 
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Fig. 50. Inhibición en el consumo de O2 de tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi cepa Y tratados 
durante un periodo de 2 h con concentraciones crecientes de VATR1 y VATR3. * Indica diferencias 
significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control, test U de Mann-Whitney. 
3.1.1.9. Citometría de flujo 
Los resultados obtenidos en el análisis de citometría de flujo realizado con el marcador 
TMRE se recogen en la Tabla 12 y en la Fig. 51. El tratamiento por 2 h con la CI50
 
de VATR1 y 
VATR3 produjo una mayor pérdida en el potencial de membrana mitocondrial (PMM) en 
comparación con el control, siendo ésta más evidente en la población tratada con VATR1 (P 
< 0,05). No obstante, tanto en las muestras tratadas como sin tratar, la población afectada 
aumentó significativamente a las 24 h de incubación (P < 0,05). De esta manera, tras 
completar las 24 h de tratamiento, ca. 75% de la población tratada con VATR3 presentó 
despolarización de la membrana mitocondrial (P < 0,05), observándose en casi el 100% de la 
tratada con VATR1 (P < 0,05), similar a lo ocurrido en el control positivo de muerte celular, 
constituido por TS sometidos a choque térmico (2 h, 56 ºC). 
Tabla 12. Porcentaje de la población de tripomastigotes sanguíneos que experimentó despolarización 
de la membrana mitocondrial. Los resultados se expresan como la media ± SD (n = 3). 
Incubación Control
 
Control +  VATR1
 
VATR3 
2 h 22,75 ± 4,69 92,77 ± 9,44 *  59,23 ± 0,13 * 32,91 ± 9,75 
24 h 42,06 ± 7,72 
#
 94,09 ± 5,25 * 96,34 ± 2,76 *
#
 72,79 ± 12,84 *
#
 
* Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al control, test U de Mann-Whitney. 
#
 Diferencias 
significativas (P < 0,05) con respecto a las 2 h de incubación, test U de Mann-Whitney. 
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Fig. 51. Resultados del análisis de citometría de flujo realizado con el marcador TMRE en 
tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi cepa Y. De izquierda a derecha: control (sin tratamiento), 
control positivo (choque térmico, 2 h 56 ºC) y tratados con la CI50/24 h de VATR1 y VATR3 durante 2 
(arriba) y 24 h (abajo) a 37 ºC. 
 
3.1.2. EVALUACIÓN BIOLÓGICA SOBRE T. cruzi DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL, SERIE II 
A continuación se muestran los resultados de actividad in vitro de los derivados de 5-
nitroindazol pertenecientes a la serie II, sintetizada por el Dr. Vicente J. Arán (Instituto de 
Química Médica, CSIC) y cuyas estructuras se encuentran detalladas en el apartado 2.1.7.2. 
3.1.2.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Siguiendo nuestro esquema de trabajo, se evaluó la actividad de estas 11 moléculas sobre 
epimastigotes pertenecientes a la cepa CL-B5 lacZ y se determinó su perfil de citotoxicidad 
en fibroblastos L929 tras 48 h de tratamiento. La Tabla 13 muestra los resultados obtenidos 
en este screening primario, donde 5 moléculas (VATR106−108, VATR110 y VATR114) 
mejoraron la CI50 del BZ (P < 0,05). Por otra parte, tan solo 3 derivados (VATR107, VATR108 
y VATR113) resultaron más tóxicos sobre L929 que el fármaco de referencia (P < 0,05), lo 
que supuso una notable selectividad hacia epimastigotes para VATR106, VATR108, 
VATR110, VATR111 y VATR114. Debido a que la mayor parte de las moléculas presentaron 
CI90 > 256 µM, únicamente se determinó la potencia de VATR106−108 y VATR110, siendo 
sus valores de CI90 sustancialmente mejores (P < 0,05) que el del BZ (CI90 > 256 µM). 
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3.1.2.2. Actividad in vitro frente a amastigotes intracelulares 
De acuerdo con los resultados obtenidos en el screening primario, 5 moléculas superaron el 
cut-off de selectividad establecido por el BZ (IS >10), siendo éstas sometidas a un posterior 
ensayo de actividad frente a amastigotes intracelulares de la cepa CL-B5 lacZ. 
 Los resultados de actividad de VATR106, VATR108, VATR110, VATR111 y 
VATR114 se muestran en la Tabla 14. 
Tabla 14. Actividad frente a amastigotes de los derivados de 5-nitroindazol (serie II) seleccionados en 
el cribado primario, expresada como CI50 (M) y CI90 (M). Los resultados son la media de tres 
experimentos independientes ± SD (n = 3). Los índices de selectividad (IS) y potencias relativas 
(PRBZ) también fueron calculados.  
Compuesto CI50 (M)
a 
CI90 (M)
a
 IS
b
 PRBZ
c 
VATR106 1,04 ± 0,15 1,63 ± 0,19  > 246,15 0,67 
VATR108 5,23 ± 1,02  7,33 ± 0,06 31,00 0,15 
VATR110 1,36 ± 0,11  2,05 ± 0,32 > 188,23 0,54 
VATR111 3,33 ± 0,71 7,18 ± 0,14 > 76,87 0,15 
VATR114 6,17 ± 0,59 ND
d
 > 41,49  
BZ 0,57 ± 0,09 1,10 ± 0,13  > 449,12  
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
d 
No determinado. 
b
 Índice de 
selectividad en amastigotes (IS = CL50/CI50). 
c
 Potencia relativa a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto).* 
Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al BZ, test U de Mann-Whitney. Sólo se indican para 
aquellos compuestos que muestran un aumento de actividad o potencia con respecto al fármaco de 
referencia. 
 A este nivel del cribado, ninguno de los compuestos ensayados resultó más activo 
que el fármaco de referencia. Sin embargo, los 5 derivados mostraron una importante 
selectividad hacia la forma intracelular de T. cruzi, presentando todos ellos IS > 30 y 
destacando especialmente los derivados VATR106 y VATR110, cuyos IS fueron mayores de 
246,15 y 188,23, respectivamente. 
3.1.3. EVALUACIÓN BIOLÓGICA SOBRE T. cruzi DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL, SERIE III 
Sintetizada por el Dr. Vicente J. Arán (Instituto de Química Médica, CSIC), la serie III de 
derivados de 5-nitroindazol está constituida por 38 moléculas cuyas estructuras se han 
detallado en el apartado 2.1.7.3. En esta serie también encontramos varios compuestos con 
estructura de bisindazol (VATR90 y VATR91) y de quinazolinona (VATR7174), productos 
secundarios obtenidos en la síntesis de los anteriores. 
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3.1.3.1. Actividad in vitro en epimastigotes y amastigotes intracelulares. 
Pruebas de citotoxicidad inespecífica 
Con respecto al ensayo de actividad frente a epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ, 15 
nitroindazolinonas (VATR75, VATR77, VATR82, VATR84, VATR85, VATR87, VATR89, 
VATR92, VATR93, VATR98, VATR127, VATR131, VATR136, VATR138 y VATR141) 
mejoraron significativamente la actividad del BZ (P < 0,05). Sin embargo, diversas 5-
nitroindazolinonas (VATR86, VATR129, VATR143 y VATR144) y 5-nitroindazoles (VATR76, 
VATR128, VATR137 y VATR147), así como los compuestos con estructura de bisindazol 
(VATR9091) y de quinazolinona (VATR7174), no fueron activos frente a la forma 
extracelular. Por otro lado, cabe mencionar que 13 derivados fueron más potentes que el BZ 
(P < 0,05), destacando VATR75, VATR98 y VATR127 (Tabla 15). 
 De acuerdo con nuestro criterio de selección, 14 derivados superaron el cut-off de 
selectividad hacia epimastigotes establecido por el BZ (IS > 10), siendo posteriormente 
evaluados frente a amastigotes intracelulares de la misma cepa. Varias indazolinonas 1,2-
disustituidas (VATR75, VATR85, VATR89, VATR127 y VATR131), mejoraron la actividad del 
BZ (P < 0,05) sobre la forma intracelular de T. cruzi, así como la selectividad y potencia de 
dicho fármaco de referencia (Tabla 16). 
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3.1.3.2. Ensayos complementarios de actividad farmacológica in vitro 
Los resultados de las Tablas 15 y 16, señalan a VATR75 como el derivado más activo de la 
serie III frente a la cepa CL-B5 (CI50 epimastigotes = 1,58 ± 0,06 M y CI50 amastigotes = 0,22 
± 0,06 M), presentando además una destacable selectividad y potencia. Dado su excelente 
perfil tripanocida, VATR75 se sometió a posteriores ensayos de actividad in vitro, realizados 
durante la estancia en el LBC/IOC/Fiocruz. 
 Citotoxicidad en cultivos primarios de células cardíacas y en fibroblastos L929. 
Pruebas de actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares de las cepas Tulahuen 
lacZ e Y y sobre tripomastigotes sanguíneos de la cepa Y 
La Tabla 17 muestra los resultados de citotoxicidad de VATR75 sobre CC tras 24 y 48 h, así 
como sobre L929 a las 96 h de incubación. Asimismo, la Tabla 18 presenta su actividad 
sobre amastigotes intracelulares de las cepas Tulahuen C4 e Y y sobre TS de la cepa Y.  
El derivado VATR75 tampoco presentó toxicidad sobre cultivos de CC ni tras 96 h 
de incubación con células L929 (CL50
 
> 100 M). Por otra parte, los resultados de actividad 
obtenidos en amastigotes, confirman su potencial actividad frente a otras cepas de T. cruzi, 
alcanzando valores de CI50 = 0,81 ± 0,29 M (cepa Tulahuen) y CI50
 
= 0,60 ± 0,03 M (cepa 
Y), siendo además más selectivo y potente que el BZ. La Fig. 52 muestra el perfil de actividad 
de esta molécula tras tratar durante 48 h cultivos primarios de CC infectados con T. cruzi 
cepa Y. Por el contrario, el compuesto VATR75 no fue activo sobre TS tras 2 y 24 h de 
tratamiento (CI50 > 250 M). 
Tabla 17. Citotoxicidad (%C) de VATR75 en CC y L929, expresada como porcentaje a la mayor 
concentración ensayada (100 M) y CL50 (M). Los resultados son la media ± SD (n = 2 para CC y n = 
3 para L929). 
VATR75 
24 h 48 h 96 h 
%C
a 
CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
CM 1,32 ± 0,36 > 100 3,95 ± 2,80 > 100   
L929     29,77 ± 1,03 > 100 
BZ 
24 h 48 h 96 h 
%C CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
CM 0,00 ± 0,00 > 100 0,00 ± 0,00 > 100   
L929     43,52 ± 2,79 > 100 
a 
100 M para todos los ensayos.  
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Tabla 18. Actividad de VATR75 en amastigotes intracelulares (cepas Tulahuen C4 lacZ e Y) y 
tripomastigotes sanguíneos (cepa Y), expresada como la media de CI50 (M) y la media de CI90 (M) 
± SD (n = 3). 
VATR75 CI50 (M)
a 
CI90 (M)
a
 IS
b 
PRBZ
c 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  0,81 ± 0,29 * 4,39 ± 1,69 * > 123,46 2,19 
Amastigotes cepa Y  0,60 ± 0,03 1,34 ± 0,27 > 166,67 4,82 
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  > 250 > 250 ND
d 
< 0,09 
BZ CI50 (M)
 
CI90 (M) IS
 
PRBZ
 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  1,66 ± 0,10 9,63 ± 0,37 > 60,24  
Amastigotes cepa Y  1,77 ± 1,11 6,46 ± 1,34 > 56,50  
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  7,71 ± 0,58 22,75 ± 1,15 > 12,97  
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índice de selectividad (IS = 
CL50/CI50). 
c
 Potencia relativa a BZ (PRBZ = CI90 BZ / CI90 compuesto). 
d 
No determinado. * Diferencias 
significativas (P < 0,05) con respecto al BZ, test de Kruskal-Wallis. 
 
Fig. 52. Análisis mediante microscopía óptica de cultivos de CC infectados durante 24 h con T. cruzi 
Y (A) y posteriormente tratados 48 h con 0,19 M (B), 0,39 M (C) y 0,78 M (D) del derivado 
VATR75. Las flechas negras señalan algunas de las CC infectadas con amastigotes. 
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3.1.3.3. Ensayos de toxicidad aguda in vivo 
De acuerdo con los excelentes resultados de actividad in vitro, se estudió la eficacia del 
derivado VATR75 en un modelo murino de enfermedad de Chagas aguda. Previamente, se 
evaluó su toxicidad aguda in vivo con el fin de determinar el NOAEL (no observed adverse 
effect level) de este compuesto y fijar la dosis a administrar en el ensayo de actividad. 
Con respecto a los ensayos de toxicidad aguda y como se detalló en el apartado 
2.1.8.8., VATR75 fue administrado cada 2 h vía oral (p.o.) e i.p., a grupos de hembras Swiss 
(2325 g) a las que se realizó el seguimiento hasta 48 h después de finalizar el tratamiento. 
Paralelamente y por cada vía de administración, se incluyó un grupo al que se administró 
únicamente el vehículo (10% DMSO en agua destilada estéril), así como un grupo control de 
ratones sin tratar. 
Tabla 19. Toxicidad aguda  Dosis crecientes de VATR75 (comenzando en 12,5 mg/kg hasta 
alcanzar 200 mg/kg) administradas vía oral (p.o.) e i.p. (0,1 mL/dosis).  
VATR75 12,5 mg/kg
a
 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg NOAEL 
VATR75 p.o. NED
b 
NED    ND
c
 
10% DMSO p.o. NED NED     
VATR75 i.p. NED NED    ND 
10% DMSO i.p. NED NED     
a
 Se refieren a dosis acumulativas en ratón (DA). 
b
 Ningún efecto detectable. 
c 
No determinado. 
Todos los ensayos se realizaron por duplicado en dos experimentos independientes (n = 2). 
Es importante destacar que el compuesto VATR75 sufrió problemas de solubilidad 
a la hora de preparar dosis mayores de 12,5 mg/kg. Por este motivo, se interrumpió su 
administración tras la segunda dosis, habiéndose alcanzado una DA = 25 mg/kg y 
resultando por tanto imposible determinar el NOAEL para este compuesto, considerando en 
cualquier caso que para VATR75 éste se encuentra por encima de los 25 mg/kg (Tabla 19). 
Asimismo, se estudiaron las alteraciones que pudiera producir VATR75 sobre el 
peso de los ratones y de sus órganos internos (corazón, bazo, hígado y riñón), así como 
otras alteraciones cualitativas como su apariencia o cambios en el color de los órganos 
internos. También se tomaron muestras de sangre y suero de cada animal y se procedió con 
su análisis hematológico (Tabla 20) y bioquímico (Tabla 21), respectivamente. Todos los 
análisis se llevaron a cabo a partir de muestras tomadas de dos ensayos de toxicidad aguda 
independientes (n = 2), siendo los resultados la media ± SD. 
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Fig. 53. Variación en el peso de 
ratones hembra Swiss de 
2325 g tratados p.o. e i.p. con 
la DA de VATR75 (25 mg/kg). 
Los resultados son la media ± 
SD (n = 2).  
* Diferencias significativas (P < 
0,05), test de Kruskal-Wallis. 
La administración de 25 mg/kg del compuesto VATR75 no dio lugar a signos 
evidentes de toxicidad aguda durante las 48 h posteriores a su administración tanto p.o. 
como i.p. (Tabla 19), ni provocó pérdida de peso en los ratones tratados (Fig. 53). 
No se observaron alteraciones en el peso y en la apariencia de los órganos internos 
(Fig. 54). Únicamente se apreció un ligero aumento en el peso normalizado del hígado para 
los grupos control de vehículo p.o. y VATR75 i.p., relacionado con el menor incremento de 
peso en los ratones de ambos grupos. Los órganos extraídos durante la necropsia se 
conservaron en tampón Milloning-Rosman para su posterior estudio histológico. 
 
 
Fig. 54. Relación entre el peso 
de los órganos extraídos (mg) y 
el peso del animal (g) a las 48 h 
de administrar p.o. e i.p. la DA 
de VATR75 (25 mg/kg). Los 
resultados son la media ± SD de 
dos experimentos (n = 2). 
* Diferencias significativas (P < 
0,05), test de Kruskal-Wallis. 
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Como se muestra en la Tabla 20, todos los valores obtenidos en el hemograma de 
los animales a los que se administró el derivado VATR75 o el vehículo, ya fuera p.o. o i.p., 
fueron similares a los que presentó el grupo control de animales sin tratar (P > 0,05). De la 
misma manera, los resultados derivados del análisis bioquímico (Tabla 21) no mostraron 
diferencias significativas con respecto a los del grupo control de animales sin tratar (P > 
0,05). Tan sólo los niveles de aminotransferasas (AST y ALT) fueron elevados en el grupo al 
que se le administró vehículo p.o. (P < 0,05). En conjunto, todos estos resultados sugieren 
que el derivado VATR75 no presenta toxicidad aguda in vivo y en consecuencia, se fijó en 
25 mg/kg/día la dosis más alta a evaluar en el posterior ensayo de eficacia in vivo. 
3.1.3.4. Actividad in vivo 
Finalmente, se evaluó la actividad del derivado VATR75 en un modelo murino de 
enfermedad de Chagas aguda en el que se ensayaron dosis de 25, 12,5 y 6,25 mg/kg/día, 
administradas oral e intraperitonealmente. Además, se incluyó un grupo tratado con 100 
mg/kg/día de BZ (p.o.), un grupo de animales infectados sin tratar y un grupo control de 
animales sin infectar. En este ensayo, los ratones macho Swiss infectados fueron tratados 
con dos dosis de VATR75, administradas en el 5º y el 8º d.p.i. (días de inicio y de máxima 
parasitemia, respectivamente).  
Durante el transcurso de la fase aguda, se controló la parasitemia de los animales 
hasta el 30º d.p.i. (Fig. 55 y 58), se registró diariamente la mortalidad hasta el 30º día post-
tratamiento (Fig. 56 y 59) y se evaluó semanalmente el peso de los ratones (Fig. 57 y 60). 
 
 
Fig. 55. Tratamiento con 
VATR75 administrado p.o. 
en el 5º y el 8º d.p.i.: curvas 
de parasitemia en machos 
Swiss infectados con T. 
cruzi cepa Y (n = 6). Cada 
punto en la curva expresa el 
valor medio de parasitemia 
para cada grupo ± SD. 
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Fig. 56. Tratamiento con 
VATR75 p.o. el 5º y 8º d.p.i.: 
supervivencia de los ratones 
durante la fase aguda. 
 
 La administración de VATR75 p.o. redujo la parasitemia tras la primera dosis, 
alcanzando el 8º d.p.i. un 30% de reducción con la dosis de 25 mg/kg/día (Fig. 55 y 61). 
Dicho grupo presentó una supervivencia del 16,67% al final de la fase aguda (Fig. 56). 
Asimismo, los grupos tratados con este derivado sufrieron una pérdida de peso a partir del 
7º d.p.i., significativa en el 14º d.p.i. (P < 0,05). A partir del 21º d.p.i., se observó una 
recuperación en el peso de los animales supervivientes (n = 1 en el grupo tratado con 25 
mg/kg/día y n = 6 en el grupo tratado con BZ (Fig. 57). 
 
Fig. 57. Tratamiento con 
VATR75 p.o. en el 5º y 8º 
d.p.i.: variación en el peso 
de los ratones. 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al 
grupo control de animales 
sin infectar y 
#
 (P < 0,05) 
con respecto al grupo 
tratado con BZ, ANOVA. 
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Con respecto al tratamiento realizado vía i.p., se observó una reducción de la 
parasitemia en el 8º d.p.i que fue mayor (ca. 30%) cuanto menor fue la dosis de VATR75 
administrada (Fig. 58 y 61). Sin embargo, ninguno de los animales tratados superó la fase 
aguda de la enfermedad (Fig. 59).  
 
 
Fig. 58. Tratamiento con 
VATR75 administrado vía 
i.p. en el 5º y el 8º d.p.i.: 
curvas de parasitemia en  
machos Swiss infectados 
con T. cruzi cepa Y (n = 
6). Cada punto en la curva 
representa el valor medio 
de parasitemia para cada 
grupo ± SD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 59. Tratamiento con 
VATR75 vía i.p. el 5º y 8º 
d.p.i.: supervivencia de los 
ratones durante la fase 
aguda. 
 
  
 
 De manera similar a lo ocurrido con el tratamiento administrado p.o., los ratones a 
los que se administró el derivado VATR75 vía i.p. sufrieron una pérdida de peso a partir del  
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7º d.p.i., de nuevo significativa en el 14º d.p.i. (P < 0,05) observándose un comportamiento 
semejante al del grupo de animales infectados (Fig. 60). 
 
Fig. 60. Tratamiento con VATR75 i.p. en el 5º y el 8º d.p.i.: variación en el peso de los ratones. * 
Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control de animales sin infectar y 
#
 (P < 
0,05) con respecto al grupo tratado con BZ, ANOVA. 
 Finalmente, la Fig. 61 compara los resultados obtenidos con VATR75 en el día de 
máxima parasitemia. Como se ha comentado anteriormente, la administración de 25 
mg/kg/día p.o. y de 6,25 mg/kg/día vía i.p. produjo ca. 30% de reducción en el 8º d.p.i. Sin 
embargo, la eficacia de ambos tratamientos no fue significativa, a diferencia del BZ (P < 
0,05). 
 
Fig. 61. Repercusión del tratamiento realizado con VATR75 p.o. (A) e i.p. (B) sobre los niveles de 
parasitemia del 8º d.p.i. (media ± SD). * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo 
control de infección, ANOVA. 
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3.1.4. EVALUACIÓN BIOLÓGICA SOBRE T. cruzi DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL, SERIE IV 
La serie IV de derivados de 5-nitroindazol está constituida por las 19 moléculas sintetizadas 
por el Dr. Vicente J. Arán (Instituto de Química Médica, CSIC), que se comentan en el 
apartado 2.1.7.4. de esta memoria. 
 En esta serie, encontramos 2-bencil-5-nitroindazolinonas 1-sustituidas (VATR7981, 
VATR99102, VATR116, VATR120 y VATR122), 2-bencil-5-nitroindazoles 3-sustituidos 
(VATR97, VATR117, VATR123 y VATR130), y 3-alquilamino-2-bencil-5-nitroindazoles 
(VATR96, VATR104, VATR105, VATR121 y VATR124). 
3.1.4.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Siguiendo nuestro esquema secuencial de cribado, en un primer lugar se evaluó la actividad 
de los derivados sobre epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ  tras 72 h de tratamiento y se 
determinó su perfil de citotoxicidad in vitro en células L929 a las 48 h de incubación. 
 Los resultados obtenidos en el cribado primario (Tabla 22) muestran cómo 12 de las 
19 moléculas obtuvieron mejores resultados de actividad sobre epimastigotes que el BZ. Esta 
mejora fue significativa (P < 0,05) para 7 de estos derivados, todos ellos con estructura de 
nitroindazolinona (VATR79, VATR81, VATR99102 y VATR120), mostrando además una 
importante selectividad hacia epimastigotes. Los derivados VATR99101 y VATR120 fueron 
los más activos frente a esta forma extracelular de T. cruzi, obteniendo CI50 = 0,240,94 M 
e IS = 110,49677,74. Cabe señalar además a VATR81 y VATR120 como los compuestos 
más potentes de la serie (P < 0,05), no pudiéndose por el contrario determinar el valor de 
CI90 para los derivados VATR99, VATR100 y VATR102. De otra manera, los ftalimido-
derivados VATR116117 y VATR122123, con el grupo amino enmascarado, fueron los 
compuestos menos activos. Con respecto a los derivados de 3-alquilamino-5-nitroindazol, 
ninguno mostró actividad destacable. A excepción de VATR121, estos últimos compuestos 
además resultaron tóxicos para células L929 (P < 0,05), en comparación con el fármaco de 
referencia. 
3.1.4.2. Actividad in vitro frente a amastigotes intracelulares  
El ensayo de actividad frente a amastigotes intracelulares de la cepa CL-B5 lacZ  se realizó 
para 9 moléculas, de entre las cuales VATR99, VATR100 y VATR120 obtuvieron el mejor 
perfil de actividad (CI50 < 1 M e IS > 342) y resultaron de 2 a 4 veces más potentes que el BZ 
(Tabla 23). 
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3.1.4.3. Ensayos complementarios de actividad farmacológica in vitro 
De manera similar a como se procedió con las series anteriores, cuatro de las moléculas con 
actividad más prometedora (VATR81, VATR99, VATR100 y VATR102) fueron seleccionadas 
para someterse a ensayos complementarios de actividad in vitro, realizados durante la 
estancia en el LBC/IOC/Fiocruz. 
 Citotoxicidad en cultivos primarios de células cardíacas y en fibrolastos L929 
La Tabla 24 muestra los resultados de citotoxicidad obtenidos sobre cultivos primarios de 
CC a las 24 y 48 h de tratamiento, así como en células L929 tras 96 h de incubación con los 
compuestos. Ninguno de los derivados resultó tóxico en estos ensayos (CL50 > 100 M). 
Únicamente el derivado VATR81 obtuvo una CL50 ligeramente inferior sobre células L929 
tras 96 h de tratamiento (CL50 = 81,95 ± 14,64 M). 
Tabla 24. Citotoxicidad (%C) en CC y L929 de VATR81, VATR99, VATR100 y VATR102, expresada 
como porcentaje a la mayor concentración ensayada (100 M) y CL50 (M). Los resultados son la 
media ± SD (n = 2 para CC y n = 3 para L929). 
VATR81 
24 h 48 h 96 h 
%C
a 
CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
CM 0,00 ± 0,00  > 100 0,00 ± 0,35  > 100   
L929     59,20 ± 5,73 81,95 ± 14,64 
VATR99 
24 h 48 h 96 h 
%C CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
%C CL50 (M)
 
CM 0,00 ± 0,00 > 100 10,42 ± 3,37 > 100   
L929     43,77 ± 4,63 > 100 
VATR100 
24 h 48 h 96 h 
%C CL50 (M) %C CL50 (M) %C CL50 (M)
 
CM 0,00 ± 0 ,00  > 100  0,00 ± 0,00 > 100   
L929     41,12 ± 3,42  > 100 
VATR102 
24 h 48 h 96 h 
%C CL50 (M) %C CL50 (M) %C CL50 (M)
 
CM 0,00 ± 0,00   > 100  0,00 ± 0,00 > 100   
L929     33,00 ± 3,50 > 100 
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Tabla 24. Continuación. 
BZ 
24 h 48 h 96 h 
%C CL50 (M) %C LC50 (M) %C CL50 (M)
 
CM 0,00 ± 0,00 > 100 0,00 ± 0,00 > 100   
L929     43,52 ± 2,79 > 100 
a 
100 M para todos los ensayos.  
 Actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares de las cepas Tulahuen lacZ e Y y  
sobre tripomastigotes sanguíneos de la cepa Y 
Con respecto a los ensayos de actividad in vitro sobre T. cruzi (Tabla 25), se confirmó la 
actividad de estos derivados en amastigotes de las cepas Tulahuen e Y, siendo VATR99 la 
molécula más activa sobre la forma intracelular de ambas cepas, seguida de VATR100. De la 
misma manera que para la cepa CL-B5, VATR102 obtuvo la menor actividad a este nivel. Por 
el contrario, ninguna de estas moléculas resultó activa frente a TS (CI50 2 h > 250 M). 
Tabla 25. Actividad de VATR81, VATR99, VATR100 y VATR102 en amastigotes (cepas Tulahuen C4 
lacZ e Y) y tripomastigotes sanguíneos (Y), expresada como la media de CI50 (M) y la media de CI90 
(M) ± SD (n = 3). 
VATR81 CI50 (M)
a 
CI90 (M)
a
 IS
b 
PRBZ
c 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  10,44 ± 0,39 26,66 ± 5,17 7,84 0,36 
Amastigotes cepa Y  5,63 ± 3,84 12,22 ± 0,03 > 17,76 0,53 
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  82,09 ± 15,09 > 250 > 1,22 < 0,10  
VATR99 CI50 (M)
 
CI90 (M) IS
 
PRBZ
 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  0,47 ± 0,05 * 1,17 ± 0,39 * > 212,76 8,23 
Amastigotes cepa Y  0,27 ± 0,05  ND
d
 > 370,37  
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  65,26 ± 17,57 212,97 ± 8,90 > 1,53 0,11  
VATR100 CI50 (M)
 
CI90 (M) IS
 
PRBZ
 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  1,25 ± 0,27 ND
 
> 80,00  
Amastigotes cepa Y  0,92 ± 0,21 1,56 ± 0,06 > 108,70 4,14 
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  153,58 ± 11,14 241,25 ± 10,69 > 0,65 0,09 
VATR102 CI50 (M)
 
CI90 (M) IS
 
PRBZ
 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  21,09 ± 3,59 > 50 > 4,74 < 0,19 
Amastigotes cepa Y  > 25 ND  < 0,26 
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  168,90 ± 4,23  > 250 > 0,59 < 0,10 
BZ CI50 (M)
 
CI90 (M) IS
 
PRBZ
 
Amastigotes cepa Tulahuen C4 lacZ  1,66 ± 0,10 9,63 ± 0,37 > 60,24  
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Tabla 25. Continuación. 
    
Amastigotes cepa Y  1,77 ± 1,11 6,46 ±1,34 > 56,50  
Tripomastigotes sanguíneos cepa Y  8,01 ±  0,81 22,75 ± 1,15 > 12,48  
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índice de selectividad (IS = 
CL50/CI50). 
c
 Potencia relativa a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto). 
d 
No determinado. * Diferencias 
significativas (P < 0,05) con respecto al BZ, test de Kruskal-Wallis. 
 Basándonos en los resultados de actividad obtenidos in vitro, VATR99 y VATR100 
fueron seleccionados para posteriores ensayos de toxicidad y actividad in vivo. 
3.1.4.4. Ensayos de toxicidad aguda in vivo 
Los compuestos se administraron cada 2 h a grupos de ratones hembra Swiss de 2325 g de 
peso, a las que se realizó el seguimiento durante las 48 h posteriores. Por cada vía de 
administración se incluyó un grupo control de vehículo (10% DMSO en agua destilada estéril) 
y un grupo control sin tratar. La excelente solubilidad de estos derivados en el vehículo, 
permitió su correcta administración por ambas vías hasta alcanzar una DA = 200 mg/kg. 
Asimismo, no se registró comportamiento anómalo en los animales como consecuencia del 
tratamiento, fijándose para VATR99 y VATR100 un NOAEL > 200 mg/kg (Tablas 26 y 27). 
Tabla 26. Toxicidad aguda  Dosis crecientes de VATR99 (comenzando en 12,5 mg/kg hasta 
alcanzar 200 mg/kg) administradas p.o. e i.p. (0,1 mL/dosis).  
VATR99 12,5 mg/kg
a
 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg NOAEL 
VATR99 p.o. NED
b 
NED NED NED NED > 200 mg/kg 
10% DMSO p.o. NED NED NED NED NED  
VATR99 i.p. NED NED NED NED NED > 200 mg/kg 
10% DMSO i.p. NED NED NED NED NED  
a
 Se refieren a dosis acumulativas en el ratón (DA). 
b
 Ningún efecto detectable. 
c 
No determinado. 
Todos los ensayos se realizaron por duplicado en dos experimentos independientes (n = 2). 
Tabla 27. Toxicidad aguda  Dosis crecientes de VATR100 (comenzando en 12,5 mg/kg hasta 
alcanzar 200 mg/kg) administradas p.o. e i.p. (0,1 mL/dosis).  
VATR100 12,5 mg/kg
a
 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 200 mg/kg NOAEL 
VATR100 p.o. NED
b 
NED NED NED NED > 200 mg/kg 
10% DMSO p.o. NED NED NED NED NED  
VATR100 i.p. NED NED NED NED NED > 200 mg/kg 
10% DMSO i.p. NED NED NED NED NED  
a
 Se refieren a dosis acumulativas en el ratón (DA). 
b
 Ningún efecto detectable. 
c 
No determinado. 
Todos los ensayos se realizaron por duplicado en dos experimentos independientes (n = 2). 
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Fig. 62. Variación en el 
peso de ratones hembra 
Swiss de 2325 g tratados 
p.o. e i.p. con la DA de 
VATR99 (200 mg/kg). Los 
resultados son la media ± 
SD (n = 2).  
* Diferencias significativas 
(P < 0,05), test de Kruskal-
Wallis. 
 
Durante las 48 h en las que trascurre el ensayo, los animales tratados con VATR99 
sufrieron una ligera pérdida de peso con su administración vía i.p., similar a la 
experimentada por los grupos a los que se administró vehículo. Tal impacto no tuvo lugar 
cuando VATR99 se administró vía oral (Fig. 62). Asimismo, el análisis realizado durante la 
necropsia no desveló anomalías en el aspecto y tamaño de los órganos internos (Fig. 63). 
 
 
 
Fig. 63. Relación entre el 
peso de los órganos extraídos 
(mg) y el del animal (g) a las 
48 h de administrar p.o. e i.p. 
la DA de VATR99 (200 
mg/kg). Los resultados son la 
media ± SD (n = 2). 
* Diferencias significativas (P 
< 0,05), test de Kruskal-
Wallis.
 Con respecto a VATR100, ninguno de los animales vio afectada su ganancia de 
peso (Fig. 64) ni se observaron alteraciones importantes en los órganos internos (Fig. 65). 
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Fig. 64. Variación en el 
peso de ratones hembra 
Swiss de 2325 g tratados 
p.o. e i.p. con la DA de 
VATR100 (200 mg/kg). Los 
resultados son la media ± 
SD (n = 2). 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05), test de Kruskal-
Wallis. 
 
 
 
 
Fig. 65. Relación entre el peso 
de los órganos extraídos (mg) 
y el del animal (g) a las 48 h de 
administrar p.o. e  i.p. la DA de 
VATR100 (200 mg/kg). Los 
resultados son la media ± SD 
(n = 2).  
* Diferencias significativas (P < 
0,05), test de Kruskal-Wallis.
 Los resultados del hemograma y análisis bioquímico se recogen en las Tablas 28 y 
29 (VATR99) y en las Tablas 30 y 31 (VATR100). Todos los valores obtenidos en los ratones 
tratados con VATR99 fueron similares a los del grupo sin tratar (P > 0,05). Con respecto a 
VATR100, sólo se realizó el hemograma para los grupos en los que la administración fue 
i.p., debido a una hemólisis de las muestras de los grupos p.o. y junto con la bioquímica, 
tampoco se observaron alteraciones importantes como consecuencia de su administración. 
El análisis conjunto de todos los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad aguda 
sugiere que ambos derivados son bien tolerados tanto en su administración tanto i.p. como 
p.o. y en consecuencia, se procedió a evaluar su actividad en el modelo in vivo propuesto. 
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3.1.4.5. Actividad in vivo 
Se evaluó la actividad de VATR99 y VATR100 mediante un ensayo preliminar en el que se 
administraron a grupos de ratones macho Swiss (n = 6) dosis de 50, 25 y 12,5 mg/kg/día 
oral e intraperitonealmente, en el 5º y el 8º d.p.i. Asimismo, se incluyó un grupo tratado con 
100 mg/kg/día de BZ (p.o.), un grupo de animales infectados sin tratar y otro control de 
animales sin infectar.  
A continuación se muestran los resultados obtenidos con VATR99 (Fig. 6672).  
 
Fig. 66. Tratamiento con 
VATR99 administrado p.o. 
en el 5º y el 8º d.p.i.: 
curvas de parasitemia en  
machos Swiss infectados 
con T. cruzi cepa Y (n = 
6). Cada punto en la curva 
representa el valor medio 
de parasitemia para cada 
grupo ± SD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 67. Tratamiento con 
VATR99 p.o. en el 5º y el 
8º d.p.i.: supervivencia de 
los ratones durante la fase 
aguda. 
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Fig. 68. Tratamiento con 
VATR99 administrado i.p. 
en el 5º y el 8º d.p.i.: 
curvas de parasitemia en  
machos Swiss infectados 
con T. cruzi cepa Y (n = 6). 
Cada punto en la curva 
representa el valor medio 
de parasitemia para cada 
grupo ± SD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 69. Tratamiento con 
VATR99 i.p. en el 5º y el 
8º d.p.i.: supervivencia de 
los ratones durante la fase 
aguda. 
 
 
 
 
 
El tratamiento con dos dosis de VATR99 vía oral (Fig. 66) supuso una reducción de 
la parasitemia en el 8º d.p.i. directamente proporcional a la dosis administrada (35,69,   
26,76 y 14,79% para 50, 25 y 12,5 mg/kg/día, respectivamente). Sin embargo, cuando éste 
tuvo lugar intraperitonealmente (Fig. 68), se observó una reducción de la parasitemia 
inversamente proporcional a la dosis administrada (13,09, 24,65 y 70,79% para 50, 25 y 
12,5 mg/kg/día, respectivamente). Con respecto a la supervivencia, ésta fue del 16,67% para 
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los grupos tratados con 25 mg/kg/día por ambas vías (Fig. 67 y 69). Asimismo, se observó 
una pérdida de peso a partir del 7º d.p.i., manteniéndose constante hasta el 35º d.p.i. en el 
grupo tratado con 25 mg/kg/día por vía oral (Fig. 70), no siendo así en el tratado vía i.p. 
(Fig. 71). Cabe destacar que en el 14º d.p.i., el peso de todos los grupos tratados con 
VATR99 por ambas vías, así como el del grupo sin tratar, fue significativamente menor (P < 
0,05) al registrado para el grupo de animales sin infectar.  
 
Fig. 70. Tratamiento con 
VATR99 p.o. en el 5º y el  
8º d.p.i.: variación en el 
peso de los ratones. 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al 
grupo control de animales 
sin infectar y 
#
 (P < 0,05) 
con respecto al grupo 
tratado con BZ, ANOVA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 71. Tratamiento con 
VATR99 i.p. en el 5º y el 
8º d.p.i.: variación en el 
peso de los ratones. 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al 
grupo control de animales 
sin infectar y 
#
 (P < 0,05) 
con respecto al grupo 
tratado con BZ, ANOVA. 
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Como se ha comentado anteriormente, analizando la eficacia de VATR99 el día de 
máxima parasitemia (Fig. 72) se aprecia como el tratamiento con 12,5 mg/kg/día vía i.p. 
redujo significativamente el número de tripomastigotes en sangre (P < 0,05). A la vista de 
estos resultados, se seleccionó la dosis de 12,5 mg/kg/día para ser administrada vía i.p. en 
un posterior ensayo de actividad in vivo aplicando pautas de tratamiento más largas. 
 
Fig. 72. Repercusión del tratamiento realizado con VATR99 p.o. (A) e i.p. (B) sobre los niveles de 
parasitemia del 8º d.p.i. (media ± SD). * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo 
control de infección, ANOVA. 
De manera similar se procedió con el derivado VATR100, cuyos resultados de 
actividad in vivo se muestran a continuación (Fig. 7379). 
 
Fig. 73. Tratamiento con 
VATR100 p.o. en el 5º y 
en el 8º d.p.i.: curvas de 
parasitemia en machos 
Swiss infectados con T. 
cruzi cepa Y (n = 6). Cada 
punto en la curva indica el 
valor medio de parasitemia 
para cada grupo ± SD. 
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Fig. 74. Tratamiento con 
VATR100 p.o. en el 5º y el 
8º d.p.i.: supervivencia de 
los ratones durante la fase 
aguda. 
 
 
 
La administración oral de VATR100 supuso una reducción del 22% en la parasitemia 
del 8º d.p.i. con dosis de 25 mg/kg/día y del 47% con dosis de 50 mg/kg/día (Fig. 73 y 79). 
Sin embargo, el tratamiento realizado vía i.p. disminuyó un 19,49% (50 mg/kg/día) y un 
17,19% (25 mg/kg/día) la parasitemia del 8º d.p.i., no teniendo ninguna repercusión con 
dosis de 12,5 mg/kg/día (Fig. 75 y 79). En ambos casos, todos los animales murieron antes 
del 16º d.p.i. (Fig. 74 y 76). 
 
Fig. 75. Tratamiento con 
VATR100 i.p. en el 5º y en 
el 8º d.p.i.: curvas de 
parasitemia en machos 
Swiss infectados con T. 
cruzi cepa Y (n = 6). Cada 
punto en la curva indica el 
valor medio de parasitemia 
para cada grupo ± SD. 
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Fig. 76. Tratamiento con 
VATR100 i.p. en el 5º y el 
8º d.p.i.: supervivencia de 
los ratones durante la fase 
aguda. 
 
Todos los animales tratados con el derivado VATR100, ya fuera oral (Fig. 77) o 
intraperitonealmente (Fig. 78), experimentaron una pérdida de peso a partir del 7º d.p.i. que 
fue significativa en el 14º d.p.i (P < 0,05), similar a la sufrida por los animales infectados.  
 
Fig. 77. Tratamiento con 
VATR100 p.o. en el 5º y el 
8º d.p.i.: variación en el 
peso de los ratones. 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al 
grupo control de animales 
sin infectar y 
#
 (P < 0,05) 
con respecto al grupo 
tratado con BZ, ANOVA. 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
 
 
- 206 - 
 
 
Fig. 78. Tratamiento con 
VATR100 i.p. en el 5º y el 
8º d.p.i.: variación en el 
peso de los ratones. 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al 
grupo control de animales 
sin infectar y 
#
 (P < 0,05) 
con respecto al grupo 
tratado con BZ, ANOVA. 
 
 
Por tanto, realizando un análisis de la eficacia que presentó VATR100 el día de 
máxima parasitemia (Fig. 79) se observa como el tratamiento con 50 mg/kg/día vía oral 
disminuyó el número de tripomastigotes en sangre ca. 50%. Sin embargo, esta reducción no 
fue significativa, a diferencia de la producida por el tratamiento con BZ (P < 0,05).  
 
Fig. 79. Repercusión del tratamiento realizado con VATR100 p.o. (A) e i.p. (B) sobre los niveles de 
parasitemia del 8º d.p.i. (media ± SD). * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo 
control, ANOVA. 
De acuerdo con estos resultados, se seleccionó la dosis de 50 mg/kg/día y su 
administración p.o. para su evaluación en un posterior ensayo de actividad in vivo aplicando 
pautas de tratamiento más largas. 
 
Resultados 
 
 
- 207 - 
 
 Finalmente, se evaluó la actividad in vivo de ambos derivados, administrando las 
dosis seleccionadas y aplicando las siguientes pautas de tratamiento: 
 VATR99: dosis de 12,5 mg/kg/día durante 10 días consecutivos administradas vía 
i.p. cada 24 h. 
 VATR99: dosis de 12,5 mg/kg/día durante 10 días consecutivos administradas vía 
i.p. cada 12 h. 
 VATR100: dosis de 50 mg/kg/día durante 10 días consecutivos administradas vía 
oral cada 24 h. 
 VATR100: dosis de 50 mg/kg/día durante 10 días consecutivos administradas vía 
oral cada 12 h. 
 Asimismo, se incluyó un grupo de animales infectados sin tratar y un grupo tratado 
con 100 mg/kg/día de BZ p.o. cada 24 h durante 10 días consecutivos. 
El tratamiento con 12,5 mg/kg/día de VATR99 vía i.p. dio lugar a un mejor 
resultado cuando se administró cada 24 h, alcanzándose un 27,20% de reducción en el 8º 
d.p.i., frente al 4,83% obtenido con su administración cada 12 h. No obstante, el grupo 
tratado cada 24 h presentó un segundo pico de parasitemia el 14º d.p.i., encontrándose 
parásitos en sangre hasta prácticamente el final de la fase aguda. Este hecho no tuvo lugar 
con el tratamiento administrado cada 12 h, donde la parasitemia no fue detectable a partir 
del 19º d.p.i. (Fig. 80 y 86). Asimismo, ambos tratamientos aumentaron la supervivencia de 
los animales en un 16,67% (Fig. 81). Sin embargo, como muestra la Fig. 82 ninguno evitó la 
pérdida de peso sufrida a partir del 7º d.p.i. (P < 0,05). 
 
Fig. 80. Tratamiento con 12,5 
mg/kg/día de VATR99 vía i.p. 
durante 10 días consecutivos: 
curvas de parasitemia en  
machos Swiss infectados con 
T. cruzi cepa Y (n = 6). Cada 
punto en la curva representa 
el valor medio de parasitemia 
para cada grupo ± SD. 
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Fig. 81. Tratamiento con 12,5 
mg/kg/día de VATR99 vía i.p. 
durante 10 días consecutivos: 
supervivencia de los ratones 
durante la fase aguda. 
 
 
 
 
 
 
Fig. 82. Tratamiento con 12,5 
mg/kg/día de VATR99 vía i.p. 
durante 10 días consecutivos: 
variación de peso durante la 
fase aguda. 
* Diferencias significativas (P < 
0,05) con respecto al grupo 
control de animales sin infectar 
y 
#
 (P < 0,05) con respecto al 
grupo tratado con BZ, ANOVA. 
 
 
 
 
Con respecto al tratamiento realizado con VATR100 vía oral en dosis de 50 
mg/kg/día, el mayor porcentaje de reducción se obtuvo con su administración cada 12 h, 
siendo éste del 25,71% el día de máxima parasitemia (8º d.p.i.). Por el contrario, el 
tratamiento llevado a cabo con este derivado cada 24 h no resultó efectivo, siendo las 
parasitemias del 8º y del 14º d.p.i. muy superiores a la que presentó el grupo de animales 
infectados (Fig. 83 y 87). En consecuencia y como refleja la Fig. 84, ninguno de los animales 
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tratados cada 24 h superó la fase aguda de la enfermedad, muriendo todos el 16º d.p.i. Sin 
embargo, el tratamiento con 50 mg/kg/día de VATR100 administrados cada 12 h p.o. 
aumentó la supervivencia de los animales infectados en un 66,67%, aunque como muestra la 
Fig. 85 no proporcionó protección frente a la pérdida de peso experimentada como 
consecuencia de la infección (P < 0,05).  
 
Fig. 83. Tratamiento con 50 
mg/kg/día de VATR100 p.o. 
durante 10 días consecutivos: 
curvas de parasitemia en 
machos Swiss infectados con 
T. cruzi cepa Y (n = 6). Cada 
punto en la curva representa 
el valor medio de parasitemia 
para cada grupo ± SD. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 84. Tratamiento con 50 
mg/kg/día de VATR100 p.o. 
durante 10 días consecutivos: 
supervivencia de los ratones 
durante la fase aguda. 
Resultados 
 
 
- 210 - 
 
 
Fig. 85. Tratamiento con 50 
mg/kg/día de VATR100 p.o. 
durante 10 días consecutivos: 
variación de peso durante la 
fase aguda.  
* Diferencias significativas (P 
< 0,05) con respecto al grupo 
control de animales sin 
infectar y 
# 
(P < 0,05) con   
respecto al grupo tratado con 
BZ, ANOVA. 
 
 
 
 
 
 Como se ha comentado anteriormente, el tratamiento con VATR99 en dosis de 12,5 
mg/kg/día i.p. redujo la parasitemia del 8º d.p.i. en su administración cada 24 h (Fig. 86A). 
Debido a que el tratamiento de 10 días se prolongó hasta el 15º d.p.i., se realizó un análisis 
de la parasitemia el 14º d.p.i., sobre la que el tratamiento cada 24 h no tuvo ningún efecto, 
siendo éste mínimo con la administración cada 12 h (Fig. 86B). 
 
Fig. 86. Repercusión del tratamiento realizado durante 10 días consecutivos con 12,5 mg/kg/día de 
VATR99 i.p., sobre los niveles de parasitemia del 8º (A) y del 14º d.p.i. (B) (media ± SD). * Diferencias 
significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control de infección, ANOVA. 
 Con respecto al tratamiento con VATR100 en dosis de 50 mg/kg/día p.o., su 
administración cada 12 h obtuvo mejores porcentajes de reducción en las parasitemias del 
8º y del 14º d.p.i. Sin embargo y a diferencia del tratamiento con BZ, no fueron significativos 
en ningún caso (Fig. 87). 
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Fig. 87. Repercusión del tratamiento realizado durante 10 días consecutivos con 50 mg/kg/día de 
VATR100 p.o., sobre los niveles de parasitemia del 8º (A) y del 14º d.p.i. (B) (media ± SD). * 
Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control de infección, ANOVA. 
Los animales que superaron la fase aguda fueron eutanasiados 30 días después de 
finalizar el tratamiento (45º d.p.i.) y se procedió con su necropsia. Los resultados de este 
análisis se recogen en las Fig. 88 y 89. 
Los animales tratados con VATR100 presentaron diferencias en su peso con 
respecto al grupo control de animales sin infectar (P < 0,05) y al grupo tratado con BZ (P < 
0,05). El tamaño del bazo en los animales de este grupo aumentó con respecto al de los 
animales sanos (P < 0,05), siendo similar al que presentó el grupo tratado con BZ. Por el 
contrario, no hubo diferencias en el tamaño del corazón, hígado y riñón (P > 0,05). Es 
importante mencionar que este análisis no se realizó para los animales tratados con 
VATR99, debido a que sólo sobrevivió un ratón de cada grupo experimental (n = 1). 
 
Fig. 88. Peso de los ratones supervivientes a la fase aguda registrado el 30º día post-tratamiento (45º 
d.p.i.). * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control de animales sin infectar y 
#
 
(P < 0,05) con respecto al grupo tratado con BZ, ANOVA. 
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Fig. 89. Relación entre el peso de los órganos (mg) y el del animal (g) en el 30º día post-tratamiento 
(45º d.p.i.). * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al grupo control de animales sin 
infectar y 
#
 (P < 0,05) con respecto al grupo tratado con BZ, ANOVA. 
3.1.4.6. Citometría de flujo 
Finalmente, se analizó el efecto ejercido por los derivados VATR81, VATR99 y VATR100 
sobre el PMM de T. cruzi, tras el tratamiento de TS con las respectivas CI50/24 h, 
previamente definidas en el ensayo de actividad in vitro (Tabla 25).  
Los resultados obtenidos en presencia del marcador TMRE se muestran en la Tabla 
32 y en la Fig. 90.  De los tres derivados evaluados, VATR81 presentó un perfil similar al del 
control, no observándose ningún efecto sobre el PMM como consecuencia del tratamiento (P 
> 0,05). Por el contrario, a las 2 h de tratamiento, VATR99 y VATR100 ya provocaron la 
despolarización de la membrana mitocondrial en un importante porcentaje de la población 
(P < 0,05), observándose este efecto en prácticamente el 100% de los parásitos una vez 
transcurridas las 24 h de tratamiento con ambos derivados (P < 0,05). Asimismo, se aprecia 
como el porcentaje de TS con pérdida de PMM aumenta de manera significativa con el 
tiempo (P < 0,05). 
Tabla 32. Porcentaje de la población de tripomastigotes sanguíneos que experimentó despolarización 
de la membrana mitocondrial. Los resultados se expresan como la media ± SD (n = 3). 
Incubación Control
 
Control +  VATR81
 
VATR99 VATR100 
2 h 22,75 ± 4,69 92,77 ± 9,44 *  24,31 ± 4,89  58,72 ± 4,47 * 55,69 ± 1,10 * 
24 h 42,06 ± 7,72 
#
 94,09 ± 5,25 * 58,18 ± 11,50 
#
  98,13 ± 0,14 *
#
 99,04 ± 0,37 *
#
 
* Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al control, test U de Mann-Whitney. 
#
 Diferencias 
significativas (P < 0,05) con respecto a las 2 h de incubación, test U de Mann-Whitney. 
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Fig. 90. Resultados del análisis de citometría de flujo realizado con el marcador TMRE en 
tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi cepa Y. De izquierda a derecha: control (sin tratamiento), 
control positivo (choque térmico, 2 h 56 ºC) y tratados con la CI50/24 h de VATR81, VATR99 y 
VATR100 durante 2 (arriba) y 24 h (abajo) a 37 ºC. 
3.1.5. EVALUACIÓN DE LA POTENCIAL ACTIVIDAD TRIPANOCIDA DE DOS 
SERIES DE 2,4-DIARIL-1,2,3,4-TETRAHIDROQUINOLINAS DE SÍNTESIS 
Se evaluó la actividad anti-T. cruzi de un grupo de moléculas de síntesis constituido por 22 
derivados de tetrahidroquinolina, distribuidos a su vez en las series AR y DM (Fig. 24 y 25, 
respectivamente) y sintetizados por el grupo de investigación del Dr. Vladimir V. 
Kouznetsov, del Laboratorio de Química Orgánica y Biomolecular de la Escuela de Química 
de la Universidad Industrial de Santander en Bucaramanga, Colombia.  
Los resultados de actividad in vitro que se exponen a continuación se encuentran 
publicados en Fonseca-Berzal et al. (2013). 
3.1.5.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
De acuerdo con el modelo de screening secuencial in vitro propuesto, se realizó un cribado 
primario en el que se determinó la actividad de todos los compuestos sobre epimastigotes 
de la cepa CL-B5 lacZ, así como su citotoxicidad inespecífica en cultivos de fibroblastos 
murinos L929.  
A continuación se muestran los resultados de actividad frente a epimastigotes y de 
citotoxicidad inespecífica obtenidos por las series AR (Tabla 33) y DM (Tabla 34). 
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Tabla 33. Actividad frente a epimastigotes (%AE) y citotoxicidad inespecífica en fibroblastos L929 
(%CL929) de la serie AR, expresadas como porcentaje de inhibición a la mayor concentración 
ensayada, CI50 (M), CI90 (M) y CL50 (M), respectivamente. 
Compuesto %AE
a,b 
CI50 (M)
c 
CI90 (M)
c
 %CL929
a,b 
CL50 (M)
c
 IS
d 
PRBZ
e 
AR39 95,98 5,94 10,34 43,05 > 256 > 43,09 > 24,75 
AR40 95,85 3,60 10,53 0,00 > 256 > 71,11 > 24,31 
AR41 53,99 < 8 > 32 0,00 > 256 > 32  
AR42 76,03 < 8 > 32 ND
 
16,03 > 2  
AR43 88,62 7,86 > 32 11,72 ND   
AR44 87,22 ND
f
 > 32 ND 28,44   
AR45 78,69 < 8 > 32 ND 27,60 > 3,45  
AR45F2 83,67 < 8 > 32 8,43 ND   
AR46 97,06 < 8 15,68 85,85 9,56 > 1,19 > 16,32 
AR47 79,95 < 8 > 32 66,33 ND   
AR89 14,08 ND ND 42,15 ND   
AR91 88,64 7,67 9,74 25,02 > 256 > 33,37 > 26,28 
AR92 100 6,39 7,67 ND 23,58 3,69 > 33,37 
BZ 66,24 27,12 > 256 17,38 > 256 > 9,44  
a 
32 M para pruebas en epimastigotes, 256 M para citotoxicidad inespecífica. 
b 
Cada concentración 
se evaluó por triplicado, siendo la SD inferior al 10%. 
c 
Estimada a partir de la correspondiente curva 
dosis-respuesta. 
d
 Índice de selectividad en epimastigotes (IS = CL50/CI50). 
e
 Potencia relativa a BZ 
(PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto). 
f
 No determinado por problemas de solubilidad. 
Todas las tetrahidroquinolinas pertenecientes a la serie AR (Tabla 33) alcanzaron 
porcentajes de inhibición en epimastigotes superiores al 50% a la mayor concentración 
ensayada (32 M), a excepción de AR89, único derivado sin actividad destacable a este nivel. 
Es importante mencionar que muchas de estas moléculas presentaron problemas de 
solubilidad precipitando en el medio de cultivo, motivo por el que su actividad en 
epimastigotes no fue ensayada a concentraciones superiores a 32 M. Sin embargo, 11 
derivados AR mejoraron el valor de CI50
 
obtenido con el fármaco de referencia BZ, no 
pudiéndose calcular en el caso de AR44 y AR89. Por otra parte, cabe destacar la ausencia de 
toxicidad que AR39, AR40, AR41 y AR91 presentaron sobre fibroblastos L929, siendo muy 
selectivas para epimastigotes (IS > 30). Con respecto a los valores de CI90, AR39, AR40, 
AR46, AR91 y AR92 fueron más potentes que el BZ sobre formas epimastigotes.  
Con respecto a la serie DM (Tabla 34), DM15 fue la única molécula cuyo valor de 
CI50
 
en epimastigotes no pudo estimarse. Sin embargo, de manera general esta serie resultó 
con mayor citotoxicidad sobre L929 (CL50
  
en torno a 10 M), siendo de esta manera DM15 el 
único derivado seleccionado para un posterior ensayo de actividad frente a amastigotes 
intracelulares (IS epimastigotes > 58,45). 
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Tabla 34. Actividad frente a epimastigotes (%AE) y citotoxicidad inespecífica en fibroblastos L929 
(%CL929) de la serie DM, expresadas como porcentaje de inhibición a la mayor concentración 
ensayada, CI50 (M), CI90 (M) y CL50 (M), respectivamente. 
Compuesto %AE
a,b 
CI50 (M)
c 
CI90 (M)
c
 %CL929
a,b 
CL50 (M)
c
 IS
d 
PRBZ
e 
DM1 86,78 < 8 > 32 84,75 < 8   
DM5 86,23 < 8 > 32 84,12 13,04 > 1,63  
DM6 95,56 8,29 14,99 86,23 7,75 0,93 > 17,08 
DM7 99,73 < 8 23,22 85,46 14,36 > 1,79 > 11,02 
DM8 98,70 < 8 13,90 86,90 < 8  > 18,41 
DM9 98,75 < 8 15,58 85,83 12,75 > 1,59 > 16,43 
DM12 92,82 < 8 28,88 87,71 < 8  > 8,86 
DM13 82,19 ND
f
 > 32 ND 15,90   
DM15 66,81 4,38 > 32 48,76 > 256 > 58,45  
BZ 66,24 27,12 > 256 17,38 > 256 > 9,44  
a 
32 M para pruebas en epimastigotes, 256 M para citotoxicidad inespecífica. 
b 
Cada concentración 
de evaluó por triplicado, siendo la SD inferior al 10%. 
c 
Estimada a partir de la correspondiente curva 
dosis-respuesta. 
d
 Índice de selectividad en epimastigotes (IS = CL50/CI50). 
e
 Potencia relativa a BZ 
(PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto). 
f
 No determinado por problemas de solubilidad. 
3.1.5.2. Actividad in vitro frente a amastigotes intracelulares 
La actividad en amastigotes intracelulares se evaluó únicamente para los compuestos que en 
el cribado primario fueron al menos tan selectivos como el BZ (IS > 10). De acuerdo con este 
criterio, tan sólo 5 (AR39, AR40, AR41, AR91 y DM15) de las 22 moléculas iniciales fueron 
ensayadas en aquellas concentraciones que resultaron con gran actividad sobre formas 
epimastigotes y ausencia de citotoxicidad inespecífica (Rolón et al., 2006b) (Tabla 35).  
Tabla 35. Actividad frente a amastigotes de los compuestos seleccionados en el cribado primario, 
expresada como porcentaje de inhibición (%AA) y CI50 (M). 
Comp. 32
a,b 
16
 
8  4 
 
2  1 
 
0,5 
 
CI50
c 
CI90
c
 IS
d 
PRBZ
e 
AR39 100 99,12 52,51     7,10 14,45 > 36,05 0,47 
AR40 63,72 47,35 58,64 19,11    7,13 > 32 > 35,90 < 0,21 
AR41  60,71 58,12     < 8 > 16 > 32 < 0,42 
AR91 100 100 100 46,33 25,86   4,27 7,25 > 59,90 0,94 
DM15   51,50 33,77    7,66 > 8 27,80 < 0,85 
BZ 100 100 96,63 74,71 64,37 55,64 41,64 0,80 6,79 > 320  
a 
Concentraciones (M) seleccionadas de acuerdo con los criterios establecidos en Rolón et al. 
(2006b). 
b 
Cada concentración se evaluó por triplicado, siendo la SD inferior al 10%. 
c 
Estimada a 
partir de la correspondiente curva dosis-respuesta (M). 
d
 Índice de selectividad en amastigotes (IS = 
CL50/CI50). 
e
 Potencia relativa a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto). 
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Los 5 derivados alcanzaron valores de  CI50 < 8 M, siendo además muy selectivos 
para amastigotes. Sin embargo, ninguno superó en selectividad y potencia al fármaco de 
referencia, mostrando únicamente AR91 una potencia similar a la del BZ frente a la forma 
replicativa de T. cruzi en el hospedador vertebrado (PRBZ = 0,94). 
3.1.6. ACTIVIDAD in vitro FRENTE A T. cruzi DE DOS SERIES DE SÍNTESIS 
DERIVADAS DE 7-CLORO-4-AMINO(OXI)QUINOLINA 
Los 22 derivados de 7-cloro-4-amino(oxi)quinolina (Fig. 26 y 27) evaluados en este trabajo 
fueron sintetizados por el equipo del Dr. Vladimir V. Kouznetsov (Universidad Industrial de 
Santander en Bucaramanga, Colombia) y sus resultados de actividad tripanocida se 
encuentran publicados en Fonseca-Berzal et al. (2014a). 
 En función de sus estructuras químicas, los compuestos se dividieron en dos 
grupos: Grupo 1, formado por 4-bencilamino-7-cloroquinolinas (compuestos 14) y 
conjugados de 7-cloroquinolina1,3-tiazolidin-4-ona (compuestos 516), y el Grupo 2 
constituido por 4-ariloxi-7-cloroquinolinas (compuestos 1722). 
3.1.6.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Respecto a las moléculas pertenecientes al Grupo 1 (Tabla 36), las quinolinas 3, 7 y 12 
obtuvieron los mejores perfiles de actividad sobre epimastigotes, alcanzando valores de CI50 
< 2 M y selectividad destacable: IS 3 = 39,33, IS 7
  
= 63,52 e IS 12 > 14,06. Por lo general, 
estos compuestos fueron más potentes que el BZ y el NX frente a la forma extracelular de T. 
cruzi, no pudiéndose determinar la PRBZ para los derivados 10, 13, 14 y 15. 
Tabla 36. Actividad frente a epimastigotes (%AE) y citotoxicidad inespecífica en fibroblastos L929 
(%CL929) del Grupo 1, expresadas como porcentaje de inhibición a la mayor concentración ensayada, 
CI50 (M), CI90 (M) y CL50 (M), respectivamente. 
Comp. %AE
a,b 
CI50 (M)
c 
CI90 (M)
c
 %CL929
a,b 
CL50 (M)
c
 IS
d 
PRBZ
e 
PRNX
f 
1 95,08 6,55 7,63 71,43 24,28 3,71 > 33,55 7,33 
2 96,73 5,93 7,42 89,20 14,81 2,50 > 34,50 7,53 
3 99,37 1,09 9,71 69,39 42,78 39,33 > 26,36 5,76 
4 100 6,76 12,93 89,76 7,90 1,17 > 19,80 4,32 
5 96,39 7,38 7,77 82,06 16,49 2,24 > 32,95 7,19 
6 97,77 7,15 7,94 85,59 23,55 3,29 > 32,24 7,04 
7 99,83 1,90 15,78 74,50 120,65 63,52 > 16,10 3,54 
8 99,77 < 8 15,31 74,87 41,53 > 5,19 > 16,72 3,65 
9 96,34 ND
g 
114,84 68,19 178,49 ND > 2,23 0,49 
10 84,35 6,84 > 256 ND 19,49 2,85  < 0,22 
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Tabla 36. Continuación. 
11 89,14 7,02 7,55 92,41 11,18 1,59 > 33,91 7,40 
12 91,13 < 1 6,21 89,85 14,06 > 14,06 > 41,22 9,00 
13 87,34 > 32 > 256 60,55 215,54 < 6,74  < 0,22 
14 54,29 235,89 > 256 ND ND ND  < 0,22 
15 ND 69,66 > 128 9,00 >256 > 3,67  < 0,44 
16 93,07 4,34 11,61 88,80 24,46 5,63 > 22,05 4,81 
BZ 66,24 27,12 > 256 17,38 > 256 > 9,44   
NX 100 3,61 55,90 26,83 > 256 > 70,91   
a 
256 M para ambos experimentos. 
b 
Cada concentración se evaluó por triplicado, siendo la SD 
inferior al 10%. 
c 
Estimada a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
d
 Índice de 
selectividad en epimastigotes (IS = CL50/CI50). 
e
 Potencia relativa a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 
compuesto). 
f 
Potencia relativa a NX (PRNX = CI90 NX/CI90 compuesto). 
g 
No determinado por 
problemas de solubilidad. 
En la Tabla 37 se recogen los resultados obtenidos en el cribado primario de las 4-
ariloxi-7-cloroquinolinas (Grupo 2). Estas moléculas mostraron menor selectividad y potencia 
en epimastigotes, no seleccionándose ninguna para su posterior ensayo en amastigotes. 
Tabla 37. Actividad frente a epimastigotes (%AE) y citotoxicidad inespecífica en fibroblastos L929 
(%CL929) del Grupo 2, expresadas como porcentaje de inhibición a la mayor concentración ensayada, 
CI50 (M), CI90 (M) y CL50 (M), respectivamente. 
Comp. %AE
a,b 
CI50 (M)
c 
CI90 (M)
c
 %CL929
a,b 
CL50 (M)
c
 IS
d 
PRBZ
e 
PRNX
f 
17 57,83 ND
g
 > 256 63,05 218,20 ND  < 0,22 
18 94,40 113,22 241,07 86,23 153,57 1,36 > 1,06 0,23 
19 97,28 13,18 25,94 87,44 25,65 1,95 > 9,87 2,15 
20 96,92 12,50 38,69 88,09 26,74 2,14 > 6,62 1,45 
21 99,22 2,94 7,57 ND 12,00 4,08 > 33,82 7,38 
22 89,95 6,17 > 256 ND ND ND  < 0,22 
BZ 66,24 27,12 > 256 17,38 > 256 > 9,44   
NX 100 3,61 55,90 26,83 > 256 > 70,91   
a 
256 M para ambos experimentos. 
b 
Cada concentración de evaluó por triplicado, siendo la SD 
inferior al 10%. 
c 
Estimada a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
d
 Índice de 
selectividad en epimastigotes (IS = CL50/CI50). 
e
 Potencia relativa a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 
compuesto). 
f 
Potencia relativa a NX (PRNX = CI90 NX/CI90 compuesto). 
g 
No determinado por 
problemas de solubilidad. 
3.1.6.2. Actividad in vitro frente a amastigotes intracelulares 
De acuerdo con los resultados anteriores, de las 22 moléculas que iniciaron el estudio, tan 
sólo un compuesto con estructura de 4-bencilamino-7-cloroquinolina (derivado 3) y dos 
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conjugados de 7-cloroquinolina1,3-tiazolidin-4-ona (derivados 7 y 12) fueron ensayados 
frente a amastigotes intracelulares (Tabla 38). 
Tabla 38. Actividad frente a amastigotes de los compuestos seleccionados en el cribado primario, 
expresada como porcentaje de inhibición (%AA) y CI50 (M). 
Comp. 32
a,b 
16
 
8  4 
 
2  1 
 
0,5 
 
CI50
c 
CI90
d 
IS
e 
PRBZ
f 
PRNX
g 
3    41,93 28,89   5,34 ND 8,01 ND ND 
7  100 38,67 29,95    9,48 14,70 12,73 0,46 < 0,03 
12    33,15 26,65 20,24  6,61 ND 2,13 ND ND 
BZ 100 100 96,63 74,71 64,37 55,64 41,64 0,80 6,79 > 320   
NX 100 100 100 100 100 100 96,54 < 0,50 < 0,50 > 512   
a 
Concentraciones (M) seleccionadas de acuerdo con los criterios establecidos en Rolón et al. 
(2006b). 
b 
Cada concentración se evaluó por triplicado, siendo la SD inferior al 10%. 
c 
Extrapolada a 
partir de la correspondiente curva dosis-respuesta (M). 
d 
Estimada a partir de la correspondiente 
curva dosis-respuesta (M). 
e
 Índice de selectividad en amastigotes (IS = CL50/CI50). 
f 
Potencia relativa 
a BZ (PRBZ = CI90 BZ/CI90 compuesto). 
g 
Potencia relativa a NX (PRNX = CI90 NX/CI90 compuesto). 
Como muestra la Tabla 38, el derivado 3 fue el más activo (CI50
 
= 5,34 M), siendo el 
7 más selectivo hacia la forma intracelular de T. cruzi (IS = 12,73) debido a su menor 
toxicidad sobre la célula hospedadora (CL50
 
= 120,65 M). Sin embargo, ninguna de estas 
tres moléculas mejoró la actividad del BZ (CI50
 
= 0,80 M e IS > 320) y del NX (CI50 < 0,50 M 
e IS > 512) en amastigotes. 
3.1.7. ACTIVIDAD TRIPANOCIDA in vitro DE UNA SERIE DE DERIVADOS DE 
2,2-DIÓXIDO DE 4-AMINOIMIDAZO[4,5-c][1,2,6]TIADIAZINA 
Se evaluó la actividad in vitro de una serie formada por 14 derivados de 2,2-dióxido de 4-
aminoimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina (serie DIT), sintetizada por el equipo del Dr. Juan A. 
Páez, del Instituto de Química Médica del CSIC. Sus estructuras químicas se encuentran 
detalladas en la Fig. 28. 
3.1.7.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
A continuación se presentan los resultados obtenidos en el cribado farmacológico primario 
de la serie DIT: ensayos de actividad frente a epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ  (Tabla 39) 
y pruebas de citotoxicidad inespecífica en fibroblastos L929 (Tabla 40). 
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Tabla 39. Perfil de actividad tripanocida frente a epimastigotes, expresado como la media del  
porcentaje de inhibición (%AE) ± SD (n = 2) para cada concentración ensayada. 
Comp. 256 M
 
128 M
 
64 M 32 M
 
16 M 8 M
 
DIT1q 11,15 ± 5,53 7,61 ± 10,42 3,01 ± 4,25 3,11 ± 4,40 2,41 ± 3,42 6,17 ± 2,59 
DIT5j 60,11 ± 11,98 19,80 ± 8,73 14,64 ± 9,58 1,98 ± 0,90 0,65 ± 0,92 0,33 ± 0,46 
DIT6c 87,52 ± 2,58 50,90 ± 4,45 23,29 ± 3,80 5,73 ± 8,10 4,56 ± 6,45 4,99 ± 7,05 
DIT7r 24,85 ± 0,95 23,91 ± 8,57 16,87 ± 16,97 13,59 ± 12,64 12,07 ± 13,76 12,68 ± 8,63 
DIT8m 2,63 ± 3,72 6,98 ± 7,29 1,01 ± 1,43 8,37 ± 9,33 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
DIT12e 3,95 ± 5,58 3,54 ± 5,00 3,26 ± 2,89 2,11 ± 2,98 0,55 ± 0,78 1,05 ± 1,48 
DIT12o 0,47 ± 0,66 30,25 ± 7,20 5,62 ± 7,94 2,23 ± 3,15 0,94 ± 1,33 0,06 ± 0,08 
DIT16l 1,94 ± 2,74 7,16 ± 4,22 5,82 ± 1,69 16,29 ± 1,51 3,30 ± 4,66 3,96 ± 5,61 
DIT21d 12,39 ± 3,01 25,53 ± 6,75 13,44 ± 10,95 0,76 ± 1,07 1,88 ± 2,66 2,38 ± 3,37 
DIT22r 38,25 ± 7,05 11,47 ± 16,22 3,70 ± 5,24 3,86 ± 5,46 3,58 ± 5,06 0,00 ± 0,00 
DIT23m 0,00 ± 0,00 13,08 ± 13,28 0,00 ± 0,00 0,11 ± 0,16 2,41 ± 3,41 1,29 ± 1,83 
DIT24c 5,46 ± 7,72 5,61 ± 7,94 0,21 ± 0,29 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
DIT27s 3,69 ± 5,21 1,29 ± 1,82 2,53 ± 5,38 2,30 ± 3,26 0,76 ± 1,07 0,00 ± 0,00 
DIT28d 39,02 ± 5,19 11,95 ± 11,73 4,19 ± 1,16 6,75 ± 2,04 2,42 ± 2,13 2,83 ± 3,65  
BZ 80,91 ± 3,05 78,19 ± 3,37 67,47 ± 5,49 66,09 ± 7,91 40,07 ± 4,91 24,12 ± 7,83 
 
Tabla 40. Perfil de citotoxicidad en fibroblastos L929, expresado como la media del porcentaje de 
citotoxicidad (%C) ± SD (n = 2) para cada concentración ensayada. 
Comp. 256 M
 
128 M
 
64 M 32 M
 
16 M 8 M
 
DIT1q 86,12 ± 5,87 80,40 ± 9,33 11,33 ± 5,86 2,90 ± 4,10 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
DIT5j 88,01 ± 3,15 88,54 ± 3,07 88,82 ± 3,25 76,32 ± 11,85 20,37 ± 4,34 8,40 ± 11,88 
DIT6c 4,10 ±  5,79 9,42 ± 13,32 17,16 ± 1,46 6,52 ± 9,20 10,08 ± 6,01  10,03 ± 14,18 
DIT7r 88,54 ±  3,57 88,60 ± 3,44  26,54 ± 7,74  16,30 ± 3,96 0,00 ± 0,00 5,94 ± 8,39  
DIT8m 88,79 ± 2,75 88,85 ± 2,39 41,22 ± 18,89 13,14 ± 3,36 9,71 ± 13,45 0,71 ± 1,00 
DIT12e 72,36 ± 12,54 41,26 ± 4,14 34,71 ± 4,12 11,88 ± 3,95 2,25 ± 3,18 4,51 ± 6,38 
DIT12o 87,57 ± 4,92 87,52 ± 4,86 87,82 ± 4,20 19,30 ± 4,93 4,58 ± 5,91 0,00 ± 0,00 
DIT16l 87,33 ± 6,02 5,26 ± 5,33 3,79 ± 5,36 11,12 ± 1,50 0,00 ± 0,00 3,05 ± 4,32 
DIT21d 88,88 ± 3,08 88,35 ± 3,52 0,00 ± 0,00 7,76 ± 1,77 0,05 ± 0,07 0,00 ± 0,00 
DIT22r 89,43 ± 2,21 89,20 ± 1,94 26,28 ± 7,03 12,67 ± 17,92 2,04 ± 2,88 0,00 ± 0,00 
DIT23m 86,77 ± 5,24 87,62 ± 4,80 15,36 ± 0,82 1,99 ± 2,82 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
DIT24c 94,22 ± 7,68 95,29 ± 6,88 91,72 ± 2,44 8,26 ± 7,23 19,01 ± 5,79 0,07 ± 0,09 
DIT27s 83,25 ± 8,65 73,90 ± 21,75 24,70 ± 3,73 8,39 ± 11,86 4,26 ± 6,03 5,54 ± 7,83 
DIT28d 88,04 ± 3,99 88,27 ± 3,93 88,63 ± 3,74 88,15 ± 4,06 39,66 ± 20,43 14,24 ± 2,12 
BZ 12,83 ± 13,30 14,01 ± 10,35 10,04 ± 1,92 0,00 ± 0,00 1,02 ± 1,45 2,57 ± 3,64 
 
De los 14 compuestos pertenecientes a esta serie, ninguno resultó activo frente a 
epimastigotes, presentando además una elevada citotoxicidad en células L929 tras 48 h de 
incubación. Únicamente el derivado DIT6c resultó inocuo para esta línea celular (CL50 > 256 
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M), pero su limitada actividad (CI50
 
= 123,88 ± 3,38 M) derivó en una baja selectividad (IS > 
2). De acuerdo con la baja selectividad que mostraron estos derivados en comparación con 
el BZ (Tabla 41), ninguno fue posteriormente evaluado sobre amastigotes intracelulares. 
Tampoco se estimaron las CI90 ni las PRBZ para esta serie química. 
Dada la escasa actividad tripanocida, así como la citotoxicidad que mostró la serie 
DIT, ambos ensayos in vitro se realizaron únicamente por duplicado (n = 2). 
Tabla 41. Resultados de actividad en epimastigotes (CI50), citotoxicidad inespecífica (CL50) e índices 
de selectividad (IS) obtenidos por la serie DIT. 
Compuesto CI50 (M)
a 
CL50 (M)
a IS
b
 
DIT1q > 256 95,59 ± 6,04 < 0,37 
DIT5j 225,32 ± 35,57 23,82 ± 1,17 < 0,10 
DIT6c 123,88 ± 3,38 > 256 > 2,06 
DIT7r > 256 87,98 ± 6,32 < 0,34 
DIT8m > 256 77,58 ± 7,42 < 0,30 
DIT12e > 256 164,67 ± 2,64 < 0,64 
DIT12o ND
c
 46,31 ± 0,40 ND 
DIT16l > 256 197,82 ± 8,90 < 0,77 
DIT21d > 256 100,25 ± 1,44 < 0,39 
DIT22r > 256 87,86 ± 3,75 < 0,34 
DIT23m > 256 94,74 ± 2,42 < 0,37 
DIT24c > 256 47,95 ± 0,92 < 0,19 
DIT27s > 256 100,23 ± 18,12 < 0,39 
DIT28d > 256 19,36 ± 3,40 < 0,07 
BZ 22,46 ± 3,99 > 256 > 11,40 
a 
Estimada a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índice de selectividad en 
epimastigotes (IS = CL50/CI50). 
c 
No determinado por problemas de solubilidad. 
3.1.8. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD TRIPANOCIDA in vitro DE UNA 
SERIE DE QUELANTES HETEROCÍCLICOS 
Los 22 compuestos evaluados pertenecen a una serie sintetizada por el Dr. Oluyomi S. 
Adeyemi de la Universidad de Landmark (Omu-Aran, Nigeria). Sus estructuras químicas han 
sido previamente detalladas en la Fig. 29.  
3.1.8.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
En la Tabla 42 se muestran los resultados de actividad obtenidos en epimastigotes de la 
cepa CL-B5 lacZ. Los resultados de citotoxicidad en fibroblastos L929 figuran en la Tabla 43. 
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Tabla 42. Perfil de actividad tripanocida frente a epimastigotes, expresado como la media del  
porcentaje de inhibición (%AE) ± SD (n = 2) para cada concentración ensayada. 
Comp. 256 M
 
128 M
 
64 M 32 M
 
16 M 8 M
 
1 89,38 ± 5,05 89,68 ± 9,42 92,72 ± 5,83 93,75 ± 5,59  94,31 ± 5,06 66,10 ± 3,19 
4 86,17 ± 2,24 79,76 ± 1,99  79,29 ± 0,10  74,60 ± 0,13 54,66 ± 23,32 43,40 ± 10,86 
5 81,66 ± 1,60 80,86 ± 0,90 75,02 ± 0,94 68,62 ± 9,72 60,56 ± 9,13 30,54 ± 5,08  
6 94,11 ± 3,45 84,73 ± 0,97 80,93 ± 2,64 79,36 ± 2,08 78,19 ± 3,23 72,44 ± 9,34 
7 87,23 ± 0,45  79,13 ± 3,21 83,84 ± 1,74 72,21 ± 3,52 28,03 ± 5,91 14,64 ± 10,38 
10 67,30 ± 10,11 85,35 ±  0,36 84,10 ± 7,01 55,65 ± 10,84 33,04 ± 14,09 9,87 ± 13,96 
12 87,31 ± 2,31 82,53 ± 1,62 81,45 ± 1,87 80,51 ± 1,06 70,66 ± 5,57 22,96 ± 0,52 
13 89,55 ± 1,37 88,67 ± 0,95 90,00 ± 6,30 84,30 ± 1,03  66,21 ± 6,39 37,98 ± 13,49 
14 69,11 ± 7,79 32,21 ± 8,07 20,13 ± 13,36 40,07 ± 26,42 32,30 ± 24,16 29,01 ± 16,00 
15 94,98 ± 0,86 92,20 ± 3,51 87,69 ± 5,61 51,07 ± 19,69 30,71 ± 20,27 16,40 ± 22,10 
16 94,92 ± 5,67  84,78 ± 1,04 42,46 ± 2,84 25,23 ± 10,94 11,04 ± 4,83  8,69 ± 4,08 
17 81,94 ± 11,08  68,32 ± 8,29 55,64 ± 10,17  38,06 ± 6,64 13,95 ± 8,85 17,88 ± 7,77 
18 84,51 ± 0,62  83,08 ± 0,42  87,22 ± 0,47 63,76 ± 3,88 22,54 ± 2,91  4,41 ± 6,24 
19 74,99 ± 10,12 74,61 ± 14,00 79,78 ± 15,48 54,04 ± 5,40 12,49 ± 17,67 2,65 ± 3,75 
20 89,67 ± 8,32 80,82 ± 9,26 73,01 ± 17,53 57,03 ± 8,51 26,22 ± 7,08 14,05 ± 19,87 
21 71,91 ± 18,95  70,62 ± 22,29 80,06 ± 15,45  55,33 ± 21,82 15,43 ± 11,78 3,76 ± 5,32 
22 84,62 ± 4,67 87,08 ± 2,00 87,12 ± 0,03 79,94 ± 1,30 55,26 ± 1,46 33,14 ± 4,03 
24 84,02 ± 2,97 83,29 ± 4,39 83,49 ± 2,84 79,89 ± 8,58 47,82 ± 15,20 24,62 ± 19,20  
25 9,04 ± 10,97 14,56 ± 5,51 14,68 ± 3,65 20,70 ± 0,25  16,83 ± 14,60 12,18 ± 9,17 
27 97,72 ± 3,22 89,41 ± 12,30 64,07 ± 30,04 43,96 ± 43,18 32,30 ± 38,07 25,87 ± 32,16 
28 73,39 ± 24,81 73,57 ± 33,26 74,10 ± 34,10 77,10 ± 22,19 48,43 ± 18,59 38,71 ± 8,28 
29 82,99 ± 4,06  77,13 ± 0,08 54,63 ± 10,43 30,33 ± 4,71 12,99 ± 2,21 4,31 ± 6,09 
BZ 86,19 ± 0,48 81,47 ± 0,53 74,02 ± 2,58 56,12 ± 7,86  29,63 ± 6,35   10,48 ± 14,83 
 
 De las 22 moléculas evaluadas, 15 mostraron un perfil de actividad frente a 
epimastigotes similar al del BZ, obteniendo 6 de ellas CI50 ca. 30 M y mejorando este valor 9 
moléculas. Sin embargo, únicamente los compuestos 1 y 6 mantuvieron una actividad 
destacable a la menor concentración ensayada (%AE = 66,10 ± 3,19% y 72,44 ± 9,34%, 
respectivamente), alcanzando valores de CI50 < 8 M (Tabla 41). 
Tabla 43. Perfil de citotoxicidad en fibroblastos L929, expresado como la media del porcentaje de 
citotoxicidad (%C) ± SD (n = 2) para cada concentración ensayada. 
Comp. 256 M
 
128 M
 
64 M 32 M
 
16 M 8 M
 
1 79,61 ± 6,62 99,85 ± 0,02  97,96 ± 2,51  83,70 ± 17,40 26,40 ± 1,42  8,63 ± 8,16  
4 98,95 ± 0,05  90,89 ± 4,38  77,33 ± 4,04  72,96 ± 0,96  65,32 ± 3,67  45,82 ± 2,94  
5 80,98 ± 6,72  76,76 ± 0,96  73,15 ± 0,59  72,34 ± 4,84  66,19 ± 0,14  66,76 ± 3,84  
6 100 ± 0,03  99,74 ± 0,04  92,96 ± 9,31  86,30 ± 15,20  73,45 ± 13,38  59,79 ± 6,53  
7 88,24 ± 8,80  93,92 ± 0,04  59,83 ± 8,80  18,52 ± 18,23  7,76 ± 10,98  0,00 ± 0,00 
10 99,36 ± 0,08  99,36 ± 0,02  99,63 ± 0,46  96,57 ± 0,32 65,96 ± 7,27  72,52 ± 18,50  
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Tabla 43. Continuación. 
12 23,88 ± 6,51  29,67 ± 1,68  52,56 ± 1,66  54,59 ± 5,44  10,52 ± 1,01  5,66 ± 4,52  
13 65,16 ± 6,65 63,15 ± 10,96  59,17 ± 11,91  43,54 ± 10,94  18,57 ± 5,66  1,23 ± 1,74  
14 88,63 ± 9,50  62,85 ± 5,72  41,83 ± 6,07  22,09 ± 4,25  14,56 ± 1,74  7,60 ± 2,62  
15 96,75 ± 3,52  96,70 ± 1,33  78,34 ± 23,74  35,53 ± 3,09  25,74 ± 0,10  21,32 ± 7,45  
16 100 ± 0,38  99,96 ± 0,43  99,64 ± 0,80  40,81 ± 8,89  18,82 ± 0,94  4,38 ± 6,08  
17 91,33 ± 7,85  84,30 ± 6,48  75,56 ± 2,13  22,90 ± 1,27  9,98 ± 10,83  4,79 ± 2,55  
18 95,06 ± 4,35  70,28 ± 12,03  62,84 ± 17,58  23,26 ± 7,64   6,15 ± 3,46   4,97 ± 0,32  
19 100 ± 0,00  100 ± 0,00 100 ± 0,00 100 ± 0,00  81,85 ± 6,87   17,61 ± 8,29  
20 100 ± 0,00 100 ± 0,02  100 ± 0,00 100 ± 0,38  45,58 ± 10,80  1,70 ± 2,40  
21 98,23 ± 1,01  98,63 ± 1,22  95,18 ± 1,65  40,09 ± 8,78  15,71 ± 22,21  1,78 ± 1,32  
22 100 ± 0,41  100 ± 0,29  99,91 ± 0,50  69,86 ± 9,14  26,96 ± 3,15  9,47 ± 1,93  
24 100 ± 0,01  100 ± 0,06  100 ± 0,13  70,20 ± 22,04  33,90 ± 5,61  9,16 ± 11,12  
25 3,68 ± 4,04  7,14 ± 9,99  18,85 ± 26,66  10,66 ± 15,07   9,91 ± 12,96  7,12 ± 1,37  
27 99,74 ± 0,37  58,16 ± 12,80  15,36 ± 4,01  7,32 ± 6,33  3,29 ± 4,66   6,55 ± 9,27  
28 99,58 ± 0,17  95,99 ± 1,99  75,43 ± 14,84   44,66 ± 5,55   36,94 ± 14,74  14,14 ± 0,33  
29 99,70 ± 0,43  99,73 ± 0,39  89,34 ± 0,66  49,69 ± 0,59  30,85 ± 2,66  24,32 ± 7,25  
BZ 13,16 ± 0,11  11,06 ± 2,02  2,29 ± 0,12     
 
 Con respecto a la citotoxicidad, esta fue elevada en células L929 tras 48 h de 
incubación. Este hecho resultó en una baja selectividad de estos compuestos hacia T. cruzi 
(Tabla 44), que en ningún caso supero la del BZ (IS > 9,42). 
Tabla 44. Resultados de actividad en epimastigotes (CI50), citotoxicidad inespecífica (CL50) e índices 
de selectividad (IS) obtenidos por los quelantes heterocíclicos. 
Compuesto CI50 (M)
a 
CL50 (M)
a IS
b
 
1 < 8 28,04 ± 3,59 > 3,51 
4 12,56 ± 9,07 9,74 ± 1,27 0,77 
5 13,48 ± 1,24 < 8 < 0,60 
6 < 8 < 8  
7 30,03 ± 3,05 57,15 ± 2,33 1,90 
10 29,47 ± 13,33 < 8 < 0,27 
12 12,57 ± 0,50 30,46 ± 1,75 2,42 
13 10,74 ± 1,89 48,69 ± 8,96 4,53 
14 189,60 ± 27,52 93,23 ± 13,39 0,49 
15 31,34 ± 13,15 42,48 ± 8,50 1,35 
16 75,32 ± 3,81 35,30 ± 1,99 0,47 
17 64,61 ± 5,94 46,81 ± 2,61 0,72 
18 26,57 ± 1,53 55,12 ± 11,98 2,07 
19 39,01 ± 14,93 14,57 ± 1,43 0,37 
20 31,69 ± 15,77 18,88 ± 1,11 0,60 
21 31,35 ± 9,56 36,72 ± 3,43 1,17 
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Tabla 44. Continuación. 
22 14,05 ± 0,75 24,55 ± 1,74 1,75 
24 17,71 ± 6,46 23,97 ± 5,98 1,35 
25 ND
c 
ND  
27 ND 135,43 ± 29,55  
28 15,30 ± 2,99 36,66 ± 10,46 2,40 
29 57,29 ± 6,54 32,35 ± 0,47 0,56 
BZ 27,17 ± 1,48 > 256 > 9,42 
a 
Estimada a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índice de selectividad en 
epimastigotes (IS = CL50/CI50). 
c 
No determinado por problemas de solubilidad. 
De acuerdo con los resultados anteriores, ningún compuesto se evaluó frente a 
amastigotes intracelulares. De la misma manera, para esta serie química tampoco se 
estimaron los valores de CI90 ni las PRBZ. 
Dada la escasa actividad y la considerable citotoxicidad que por lo general 
mostraron los quelantes heterocíclicos que forman parte de esta serie química, ambas 
pruebas in vitro se realizaron únicamente por duplicado (n = 2). 
3.1.9. EVALUACIÓN DE LA POTENCIAL ACTIVIDAD TRIPANOCIDA DE UNA 
SERIE DE CROMENOAZOLDIONAS DE SÍNTESIS 
Los 7 derivados de quinona sintetizados por el equipo de la Dra. Nadine Jagerovic del 
Instituto de Química Médica del CSIC, y cuyas estructuras se recogen en la Fig. 30, fueron 
evaluados in vitro frente a epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ, habiéndose estudiado 
además su perfil de toxicidad frente a células L929. 
3.1.9.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Los perfiles de actividad tripanocida y de citotoxicidad inespecífica se muestran 
respectivamente en las Fig. 91 y 92, mientras que los resultados del cribado primario se 
recogen en la Tabla 45. Es importante destacar que en este ensayo, la citotoxicidad de los 
compuestos se determinó tras 72 h de tratamiento, mismo tiempo de incubación de las 
pruebas en epimastigotes.  
 Los derivados PM199, PM401 y PM203 obtuvieron mejor valor de CI50 que el BZ. No 
obstante, la mayor citotoxicidad de éstos dio lugar a una menor selectividad hacia 
epimastigotes. Únicamente PM357 y PM402 no ejercieron efecto tóxico sobre células L929, 
no pudiéndose determinar la CL50 del compuesto PM52 (Tabla 45). 
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Fig. 91. Perfil de actividad in vitro de los compuestos PM199 (A), PM52 (B), PM401 (C), PM154 (D), 
PM357 (E), PM402 (F) y BZ (H) sobre epimastigotes de T. cruzi CL-B5 lacZ. Los resultados expresan 
la media ± SD de los valores obtenidos a partir de dos experimentos independientes (n = 2). 
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Fig. 92. Perfil de citotoxicidad inespecífica de los compuestos PM199 (A), PM52 (B), PM401 (C), 
PM154 (D), PM357 (E), PM402 (F) y BZ (H) sobre cultivos de fibroblastos L929. Los resultados 
expresan la media ± SD de los valores obtenidos a partir de dos experimentos independientes (n = 2). 
 
Resultados 
 
 
- 226 - 
 
Tabla 45. Resultados de actividad en epimastigotes (CI50), citotoxicidad inespecífica (CL50) e índices 
de selectividad (IS) obtenidos por las cromenoazoldionas. 
Compuesto CI50 (M)
a 
CL50 (M)
a IS
b
 
PM199 14,45 ± 1,90 84,26 ±  2,77 5,83 
PM52 54,22 ± 2,70 ND
c
  
PM401 16,01 ± 9,06 84,36 ± 41,69 5,27 
PM154 60,65 ± 25,31 157,58 ± 10,31 2,60 
PM357 58,49 ± 1,14 > 256  > 4,37 
PM402 82,33 ± 8,53 > 256 > 3,11 
PM203 14,84 ± 4,49 104,67 ± 7,36 7,03 
BZ 36,47 ± 4,43 > 256 > 7,02 
a 
Estimada a partir de la curva dosis-respuesta.
 b
 Índice de selectividad en epimastigotes (IS = 
CL50/CI50). 
b 
No determinado. 
De acuerdo con estos resultados, ningún compuesto de la serie PM fue ensayado 
frente a amastigotes intracelulares. Tampoco se estimaron los valores de CI90 ni las PRBZ para 
esta serie. 
La escasa actividad y elevada citotoxicidad que mostró esta serie química, supuso 
que estas pruebas in vitro sólo se realizaran por duplicado (n = 2).  
3.1.10. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD in vitro FRENTE A T. cruzi DEL 
ALQUIL-FOSFOLÍPIDO EDELFOSINA 
La edelfosina utilizada en los ensayos fue proporcionada por el Dr. Faustino Mollinedo, del 
Centro de Investigación del Cáncer (CSIC-USAL, Salamanca). Siguiendo sus indicaciones, la 
solución stock se realizó en agua destilada y se calentó 45 min a 50 ºC para favorecer la 
disolución del compuesto. Posteriormente, se filtró con membrana de 0,22 M y se conservó 
a 4 ºC hasta la realización de las pruebas. 
3.1.10.1. Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Los resultados en epimastigotes (Fig. 93A) muestran una importante actividad de la 
edelfosina a la mayor concentración ensayada (%AE a 20 M = 82,35 ± 4,87%), siendo muy 
superior a la obtenida habitualmente con el BZ (%AE a 20 M ca. 45%). 
 Conjuntamente, se evaluó la citotoxicidad de este compuesto. Debido a la 
incapacidad de las células L929 para incorporar edelfosina (Gajate et al., 2000), se eligió la 
línea celular J774 como hospedadora de T. cruzi y en consecuencia, se determinó su 
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citotoxicidad en macrófagos J774. Como muestra la Fig. 93B, los resultados obtenidos 
señalan la ausencia de citotoxicidad a todas las concentraciones ensayadas.  
 
Fig. 93. Perfil de actividad in vitro de la edelfosina frente a epimastigotes de T. cruzi CL-B5 lacZ (A) y 
citotoxicidad inespecífica sobre cultivos de macrófagos J774 (B). Los resultados expresan la media ± 
SD de los valores obtenidos a partir de tres experimentos independientes (n = 3). 
A pesar de que la edelfosina mejoró considerablemente la actividad del BZ (CI50 ca. 
30 M) frente a epimastigotes, no se pudo precisar con exactitud su selectividad hacia la 
forma extracelular de T. cruzi por ser 20 M la mayor concentración evaluada (Tabla 46). 
Tabla 46. Actividad de la edelfosina en epimastigotes (CI50), citotoxicidad inespecífica en J774 (CL50) 
e índice de selectividad (IS). Los resultados son la media ± SD de tres experimentos independientes 
(n = 3). 
Compuesto CI50 (M)
a 
CL50 (M)
a IS
b
 
Edelfosina 7,51 ± 0,74 > 20 > 2,66 
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índice de selectividad en 
epimastigotes (IS = CL50/CI50). 
3.1.10.2. Actividad in vitro frente a amastigotes intracelulares 
La Fig. 94 presenta la curva dosis-respuesta de cultivos de macrófagos J774 infectados con 
T. cruzi y tratados con edelfosina. En esta ocasión, la forma intracelular fue más susceptible 
a la acción de la edelfosina que los epimastigotes (Fig. 93A) y a 20 M superó la actividad 
obtenida frente a la forma extracelular (%AA = 96,87 ± 1,74%). Por el contrario, no mejoró la 
actividad que habitualmente muestra el BZ en nuestro modelo de cribado (CI50 < 1 M). 
Asimismo, en la Tabla 47 se recogen los resultados de actividad relativos al ensayo frente a 
amastigotes intracelulares. 
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Fig. 94. Actividad in vitro de la edelfosina sobre 
amastigotes intracelulares de T. cruzi cepa CL-
B5 lacZ en macrófagos J774. Los resultados 
expresan la media ± SD de los valores 
obtenidos a partir de tres experimentos 
independientes (n = 3). 
Tabla 47. Actividad de la edelfosina en amastigotes intracelulares (CI50), citotoxicidad inespecífica en 
J774 (CL50) e índice de selectividad (IS). Los resultados son la media ± SD de tres experimentos 
independientes (n = 3). 
Compuesto CI50 (M)
a 
CL50 (M)
a IS
b
 
Edelfosina 4,76 ± 0,35 > 20 > 4,20 
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta. 
b
 Índice de selectividad en 
amastigotes (IS = CL50/CI50). 
3.2. Formulaciones de compuestos antichagásicos 
3.2.1. EVALUACIÓN DE DISPERSIONES SÓLIDAS DE BENZNIDAZOL SOBRE 
T. cruzi 
Se llevó a cabo el desarrollo, caracterización fisicoquímica y evaluación biológica en T. cruzi 
de dispersiones sólidas (DS) de BZ en desoxicolato sódico (NaDC) o hidroxipropilcelulosa de 
bajo peso molecular (L-HPC), con el fin de mejorar la solubilidad acuosa del fármaco de 
referencia y en consecuencia, su actividad tripanocida. 
La preparación y caracterización fisicoquímica de las DS, así como los resultados de su 
evaluación biológica en modelos in vitro e in vivo de T. cruzi, ha sido recientemente 
publicada por nuestro equipo (Palmeiro-Roldán et al., 2014; Fonseca-Berzal et al., 2015b).  
 A continuación se presentan los resultados de velocidad de disolución y actividad 
tripanocida obtenidos con las distintas formulaciones. 
3.2.1.1. Ensayo de velocidad de disolución in vitro 
La Fig. 95A. recoge los perfiles de disolución del BZ materia prima, el BZ recristalizado (R-BZ) 
y las mezclas físicas (MF) de BZ:NaDC en las proporciones MF-1:3 y MF-1:10.  
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 Como se aprecia en los resultados, el BZ materia prima mostró un perfil rápido, 
alcanzando a los 60 min un porcentaje de disolución del 90,04 ± 3,81%. Sin embargo, al 
comienzo del ensayo éste fue más rápido para el R-BZ, observándose a los 30 min 
diferencias significativas (P < 0,05) entre el BZ materia prima (70,82 ± 2,88%) y el R-BZ 
(91,65 ± 4,20%). Por el contrario, después de 60 min ambos obtuvieron porcentajes de 
disolución similares: 90,04 ± 3,81% (BZ materia prima) y 92,94 ± 5,05% (R-BZ). Con respecto 
a las MF, sus perfiles de disolución fueron mucho más lentos, con valores inferiores al 5% a 
los 60 min y presentando una menor velocidad con el aumento de la proporción de NaDC. 
 Los perfiles de disolución obtenidos por las DS-1:0,8, DS-1:1,5, DS-1:3, DS-1:6 y DS-
1:10 (BZ:NaDC) se recogen en la Fig. 95B. En esta ocasión, el incremento de NaDC en las 
formulaciones supuso una disminución en su velocidad de disolución. Sin embargo, todas 
ellas dieron lugar a perfiles más rápidos que las MF-1:3 y MF-1:10 (Fig. 95A). Con respecto a 
las DS, durante los primeros 30 min no existieron diferencias entre los porcentajes de 
disolución obtenidos por aquellas con ratios de BZ:NaDC comprendidos entre 1:0,81:6. Sin 
embargo, transcurridas las 2 h del ensayo los perfiles fueron muy diferentes, de modo que la 
DS con la menor proporción de NaDC (DS-1:0,8) obtuvo el mejor resultado con un 52,54 ± 
4,86% de BZ disuelto. En un segundo grupo, las DS-1:1,5 y DS-1:3 mostraron porcentajes de 
disolución menores (30,04 ± 5,76% y 29,27 ± 1,14%, respectivamente). En un tercer grupo, 
la DS-1:6 obtuvo un valor de 18,63 ± 1,86% y finalmente, la DS con la mayor proporción de 
NaDC (DS-1:10) presentó un perfil similar al de la correspondiente MF-1:10 (4,88 ± 0,27% y 
4,59 ± 0,98%, respectivamente).  
 
Fig. 95. Perfiles de disolución a 37 ºC en HCl 0,1 N: BZ materia prima (BZ), BZ recristalizado (R-BZ), 
MF-1:3 y MF-1:10 en NaDC (A). DS-1:0,8, DS-1:1,5, DS-1:3, DS-1:6 y DS-1:10 en NaDC (B). Cada 
punto representa la media ± SD de los valores obtenidos en tres experimentos independientes (n = 3). 
 Con respecto al uso de L-HPC, la Fig. 96 muestra los perfiles de disolución de la MF-
1:3 y la DS-1:3, así como su comparación con los del BZ materia prima y el R-BZ. De acuerdo 
con estos resultados, la MF-1:3 presentó un perfil de disolución similar al del BZ materia 
prima, habiéndose liberado aproximadamente un 72% de principio activo a los 30 min y más 
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del 90% a los 90 min. La DS en L-HPC mostró el perfil más rápido durante los 30 min iniciales 
del ensayo, siendo éste significativamente mejor que el del R-BZ (P < 0,05). 
 
 
 
 
Fig. 96. Perfiles de disolución a 37 ºC en HCl 
0,1 N: BZ materia prima (BZ), BZ 
recristalizado (R-BZ), MF-1:3 y DS-1:3 en L-
HPC. Cada punto muestra la media ± SD de 
los valores obtenidos en tres experimentos 
independientes (n = 3). 
3.2.1.2. Actividad frente a epimastigotes 
En la Tabla 48 se recogen los resultados de actividad frente a epimastigotes de la cepa CL-B5 
lacZ obtenidos por las distintas formulaciones de BZ, expresados para cada una como el 
porcentaje de inhibición (%AE) a la mayor concentración evaluada (256 M) y CI50. 
Tabla 48. Actividad de las DS de BZ sobre epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ. Los resultados se 
expresan como la media ± SD de los datos obtenidos en tres experimentos independientes (n = 3). 
Dispersiones sólidas BZ:NaDC 
Actividad tripanocida frente a epimastigotes 
%AE 256 M
 
CI50 (M) 
R-BZ  72,41 ± 9,44 54,30 ± 2,16 
BZ:NaDC DS-1:0,8 74,79 ± 10,50 53,31 ± 9,28 
BZ:NaDC DS-1:1,5 84,97 ± 15,49 40,09 ± 4,35 
BZ:NaDC DS-1:3 91,91 ± 9,30 33,92 ± 6,41 
BZ:NaDC DS-1:6 93,14 ± 5,96 28,94 ± 9,41 * 
BZ:NaDC DS-1:10 91,85 ± 8,77 20,41 ± 9,64 * 
BZ materia prima  72,84 ± 2,09 52,95 ± 2,22 
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta (concentración ensayada versus 
%AE). * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al BZ materia prima, test de Kruskal-Wallis. 
 Las formulaciones menos activas (BZ materia prima, R-BZ y DS-1:0,8) presentaron 
una actividad similar, encontrándose completamente disueltas durante su incubación con el 
parásito. Sin embargo, el incremento en la proporción de NaDC aumentó progresivamente su 
actividad, alcanzando las formulaciones con los mayores ratios de BZ:NaDC (DS-1:6 y DS-
1:10) valores de CI50 significativamente mejores que el obtenido por el BZ materia prima (P < 
0,05). 
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3.2.1.3. Citotoxicidad inespecífica en fibroblastos L929 
No se registró ningún efecto tóxico cuando el surfactante se incorporó a las formulaciones 
en baja cantidad (BZ:NaDC  1:3). Por el contrario, las DS-1:6 y DS-1:10 ejercieron una 
importante toxicidad sobre células L929 en comparación con el BZ materia prima (P < 0,05). 
Tabla 49. Citotoxicidad de las DS de BZ sobre fibroblastos L929. Los resultados se expresan como la 
media ± SD de los datos obtenidos en tres experimentos independientes (n = 3). 
Dispersiones sólidas BZ:NaDC 
Citotoxicidad inespecífica en células L929 
%C 256 M
 
CL50 (M)  
R-BZ  0,00 ± 8,11 > 256 
BZ:NaDC DS-1:0,8 4,08 ± 7,06 > 256 
BZ:NaDC DS-1:1,5 4,03 ± 6,47 > 256 
BZ:NaDC DS-1:3 84,84 ± 2,72 183,87 ± 12,30 
BZ:NaDC DS-1:6 88,92 ± 3,48 76,82 ± 9,84 * 
BZ:NaDC DS-1:10 89,42 ± 0,82 68,05 ± 0,91 * 
BZ materia prima  25,44 ± 9,46 > 256 
BZ:L-HPC DS-1:3 2,07 ± 3,59 > 256 
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta (concentración ensayada versus 
%C). * Diferencias significativas (P < 0,05) con respecto al BZ materia prima, test de Kruskal-Wallis.  
3.2.1.4. Actividad frente a amastigotes intracelulares 
La actividad obtenida por las diferentes formulaciones sobre amastigotes se expresa como el 
porcentaje de inhibición (%AA) a la mayor concentración ensayada (256 M) y CI50 (Tabla 50).  
Tabla 50. Actividad de las DS de BZ sobre amastigotes de la cepa CL-B5 lacZ. Los resultados se 
expresan como la media ± SD de los datos obtenidos en tres experimentos independientes (n = 3). 
Dispersiones 
sólidas BZ:NaDC 
Actividad tripanocida frente a amastigotes intracelulares 
%AA 256 M
 
CI90 (M) CI50 (M) 
R-BZ  100 ± 2,93 4,20 ± 1,23 1,57 ± 0,29 
BZ:NaDC DS-1:0,8 100 ± 7,71 3,88 ± 2,62 1,50 ± 0,84 
BZ:NaDC DS-1:1,5 ND
b 
3,84 ± 2,42 1,44 ± 0,39 
BZ:NaDC DS-1:3 ND 0,98 ± 0,13 0,40 ± 0,05 
BZ:NaDC DS-1:6 ND 4,66 ± 2,49  1,48 ± 1,24 
BZ:NaDC DS-1:10 ND  4,30 ± 1,42 0,85 ± 0,67 
BZ materia prima  100 ± 8,36  3,92 ± 1,07 1,80 ± 0,66 
a 
Estimadas a partir de la correspondiente curva dosis-respuesta (concentración ensayada versus 
%AA). 
b 
No determinado (concentración tóxica para la célula hospedadora). * Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al BZ materia prima, test de Kruskal-Wallis. 
Resultados 
 
 
- 232 - 
 
 Cabe mencionar que la actividad de varias DS no pudo determinarse a 256 M (ND) 
debido a la citotoxicidad que se detectó sobre la célula hospedadora en el transcurso del 
ensayo, habiéndose calculado por tanto los valores de CI90.  
 Todas las DS mostraron una actividad similar a la del BZ materia prima (P > 0,05), 
alcanzándose el mejor valor de CI50 con la DS-1:3. Igualmente, todas las DS resultaron más 
activas sobre amastigotes intracelulares (Tabla 50) que en epimastigotes (Tabla 48). 
3.2.1.5. Actividad in vivo 
Las DS ensayadas in vivo se seleccionaron de acuerdo con los resultados de actividad in 
vitro, en base a los cuales la DS-1:3 se consideró como la formulación más prometedora. Se 
diseñó además una nueva formulación aplicando el ratio 1:3 en la que se reemplazó el NaDC 
por L-HPC, debido a la excelente solubilidad que los derivados de celulosa muestran en una 
gran variedad de solventes y su ausencia de citotoxicidad (Tabla 49). En este ensayo también 
se evaluó la DS-1:6 y se incluyó el BZ materia prima como fármaco de referencia. 
 
Fig. 97. DS de BZ: curvas de parasitemia en hembras NMRI de 25 ± 2 g de peso infectadas con T. 
cruzi cepa Y, tratadas durante 5 días consecutivos con 25 mg/kg/día p.o. de las distintas 
formulaciones de BZ. Animales con parasitemia positiva el 5º d.p.i.: n = 10 en los grupos tratados con 
DS-1:3 (NaDC y L-HPC) y DS-1:6, n = 9 en los grupos control de infección y BZ materia prima. Cada 
punto de la curva representa el valor medio de parasitemia para cada grupo ± SEM. * Diferencias 
significativas con respecto al grupo control de infección (P < 0,05), ANOVA. 
#
 Diferencias 
significativas entre la DS-1:3 (BZ:NaDC) y su homólogo con L-HPC (P < 0,05), ANOVA. 
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Como muestra la Fig. 97, a la dosis administrada (25 mg/kg/día p.o. durante 5 días 
consecutivos desde el 5º d.p.i.), ninguno de los tratamientos, incluido el realizado con el BZ 
materia prima, dio lugar a la completa eliminación de la parasitemia durante la fase aguda. 
No obstante, se alcanzaron importantes reducciones en los niveles del 12º d.p.i. (P < 0,05)  
tanto en los grupos tratados con las DS-1:3 en NaDC o en L-HPC como con el BZ materia 
prima, así como en todos los grupos experimentales en el 16º d.p.i. (P < 0,05). Expresando 
la actividad de las DS como %AUPC, el tratamiento realizado con la DS-1:3 en NaDC produjo 
una reducción de la parasitemia del 91,93%. Asimismo, los resultados obtenidos in vivo 
confirman una pérdida de actividad para la DS-1:6 (%AUPC = 83,14%), previamente observada 
en el ensayo frente a amastigotes (Tabla 50). Respecto a la sustitución del NaDC por L-HPC, 
se apreció un ligero aumento en la actividad cuando se utilizó L-HPC (%AUPC = 96,65%), 
igualando los resultados del BZ materia prima (%AUPC = 95,27%). Por su parte, la DS en L-
HPC mejoró significativamente la reducción obtenida por la DS-1:3 en NaDC en el 12º d.p.i. 
(P < 0,05). 
 La supervivencia de los ratones se siguió diariamente hasta el 30º día post-
tratamiento (40º d.p.i.). Ninguno de los animales que fueron tratados con las distintas DS o 
con el BZ materia prima murió durante la fase aguda de la infección. Por el contrario, el 
grupo control de animales infectados presentó una supervivencia del 44,44%  (Fig. 98).  
 
Fig. 98.  DS de BZ: 
supervivencia de los 
ratones durante la 
fase aguda. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Finalmente, es importante mencionar que durante el transcurso del experimento no 
se percibieron signos aparentes de toxicidad aguda tales como pérdida de peso, pérdida de 
pelo o diarrea, sugiriendo que estas formulaciones son bien toleradas en ratón a la 
posología establecida. 
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3.2.2. EVALUACIÓN DE DISPERSIONES SÓLIDAS DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL SOBRE T. cruzi 
Una vez comprobado que la L-HPC resulta mejor excipiente para la elaboración de las DS, se 
siguió el mismo procedimiento para la obtención de DS de algunos de los derivados de 5-
nitroindazol anteriormente ensayados y con limitada solubilidad acuosa, a fin de mejorar sus 
propiedades fisicoquímicas y potenciar su perfil de actividad in vivo.  
 De esta manera, se elaboraron DS del derivado 2-bencil-1-propil-5-nitroindazolinona 
(VATR1) y del derivado 2-bencil-1-butil-5-nitroindazolinona (VATR3), ambos pertenecientes 
a la serie I de derivados de 5-nitroindazol y cuyas actividades in vitro e in vivo se exponen en 
el apartado 3.1.1. de esta memoria. 
3.2.2.1. Dispersiones sólidas del derivado de 5-nitroindazol VATR1: 2-
bencil-1-propil-5-nitroindazolinona 
 Ensayo de velocidad de disolución in vitro 
A continuación se muestran los perfiles de disolución obtenidos por las distintas 
formulaciones de VATR1, así como el de la materia prima (Fig. 99). 
 
Fig. 99. Perfiles de disolución a 37 ºC en HCl 
0,1 N: materia prima, VATR1 recristalizado (R-
VATR1), DS-1:2,5 y DS-1:10 en L-HPC. Cada 
punto indica la media ± SD de los resultados 
obtenidos en tres experimentos independientes 
(n = 3). 
 
 
 De acuerdo con los resultados obtenidos, el derivado VATR1 mostró un bajo 
porcentaje de disolución, no superándose el 24% una vez concluido el ensayo (180 min). El 
perfil del R-VATR1 presentó un comportamiento similar, siendo el porcentaje de compuesto 
disuelto a las 3 h ligeramente superior (28,69 ± 6,09%). No obstante, la solubilidad de este 
derivado aumentó de manera considerable en presencia de L-HPC, de modo que a los 60 min 
fue tres veces superior para la DS-1:2,5 (37,92 ± 1,10%) y seis veces para la DS-1:10 (74,68 ± 
5,60%) en comparación con la que mostró la materia prima (11,93 ± 0,89%). Sin embargo, 
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como se aprecia en la Fig. 99, entre los 120180 min tanto las distintas formulaciones como 
la materia prima mantuvieron una velocidad de disolución constante. Finalmente, la cantidad 
de VATR1 liberado a las 3 h fue del 62,40 ± 0,50% a partir de la DS-1:2,5 y del 79,75 ± 
5,98% a partir de la DS-1:10, contrastando ambos frente al %VATR1 < 30% que se disolvió en 
el derivado recristalizado y en la materia prima. 
 Actividad in vivo 
Debido a que el derivado VATR1 fue previamente evaluado en diversos modelos in vitro 
obteniendo resultados de actividad destacables, y en el modelo murino de infección aguda 
alcanzó un 52% de reducción en la parasitemia tras administrar 5 dosis consecutivas de 100 
mg/kg/día (apartado 3.1.1.), las DS de este derivado se ensayaron directamente en el 
modelo in vivo de rutina (Romanha et al., 2010). 
 Las DS de VATR1 se administraron oralmente a grupos de ratones NMRI, en dosis 
de 12,5 mg/kg/día durante 5 días consecutivos a partir del 5º d.p.i. En el ensayo se incluyó 
un grupo de ratones infectados tratados con el vehículo (carboximetilcelulosa sódica al 2%), 
además de un grupo tratado con BZ y otro con VATR1 materia prima a la misma posología. 
 
 
 
Fig. 100. DS de VATR1: 
curvas de parasitemia en 
machos NMRI de 33 ± 2 g 
de peso infectados con T. 
cruzi cepa Y, tratados por 
5 días consecutivos con 
12,5 mg/kg/día p.o. de las 
DS de VATR1 en L-HPC. 
N = 9 en los grupos control 
de infección, BZ y VATR1 
materia prima; n = 10 en 
los tratados con las DS. 
Cada punto en la curva 
representa el valor medio 
de parasitemia para cada 
grupo ± SEM. 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al 
grupo control de infección 
y 
#
 (P < 0,05) entre VATR1 
y las DS, ANOVA. 
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 Como se muestra en la Fig. 100, todos los tratamientos realizados redujeron de 
manera global la parasitemia del grupo control de infección. Expresando los resultados 
como %AUPC, ambas formulaciones obtuvieron perfiles de actividad similares y ligeramente 
inferiores al del fármaco de referencia: %AUPC = 82,25% (DS-1:2,5), 81,05% (DS-1:10) y 
86,01% (BZ). Sin embargo, las dos formulaciones potenciaron considerablemente la actividad 
mostrada por VATR1 materia prima, cuyo %AUPC fue del 53,80%. 
 En relación a los resultados obtenidos el día de máxima parasitemia, alcanzado esta 
ocasión el 12º d.p.i., todos los tratamientos dieron lugar a importantes reducciones: 78,88% 
(VATR1 materia prima), 89,24% (DS-1:2,5), 91,22% (DS-1:10) y 92,43% (BZ). No obstante, el 
análisis estadístico no reveló diferencias significativas en las parasitemias de los diferentes 
grupos de tratamiento con respecto a los niveles del control (P > 0,05), y tampoco entre el 
grupo tratado con VATR1 materia prima y las diferentes DS (P > 0,05).  
Con respecto a la supervivencia de los animales (Fig. 101), el grupo tratado con BZ 
fue el único que superó la fase aguda de la infección, mostrando un 100% de supervivencia a 
pesar de la baja dosis de fármaco administrada (12,5 mg/kg/día). Caso contrario fue el de 
los grupos tratados con VATR1, cuyos porcentajes de supervivencia fueron inferiores al del 
control de infección (%S = 77,78%), ya fuera en su administración como materia prima (%S = 
66,67%) o en forma de DS (%S = 70 y 60% para las DS-1:2,5 y DS-1:10, respectivamente).  
Estos resultados sugieren que para el derivado VATR1, la dosis de 12,5 mg/kg/día 
administrada durante 5 días consecutivos no proporciona suficiente protección frente a la 
mortalidad asociada a la fase aguda de la infección murina. 
 
Fig. 101. DS de VATR1: 
supervivencia de los 
ratones durante la fase 
aguda. 
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3.2.2.2. Dispersiones sólidas del derivado de 5-nitroindazol VATR3: 2-
bencil-1-butil-5-nitroindazolinona 
 Ensayo de velocidad de disolución in vitro 
Los perfiles de disolución obtenidos por VATR3 y por las distintas formulaciones de este 
derivado en L-HPC se presentan en la Fig. 102. La menor solubilidad acuosa de este derivado 
supuso la incorporación de una mayor cantidad de excipiente en el desarrollo de las mismas 
(DS-1:5, DS-1:10 y DS-1:20). 
   De manera similar a lo ocurrido con el anterior derivado, durante el transcurso del 
ensayo VATR3 materia prima y R-VATR3 mostraron bajos porcentajes de disolución, siendo 
similar la cantidad de compuesto liberado a los 180 min (%VATR3 disuelto ca. 25%). Sin 
embargo, durante las primeras 2 h, la velocidad de disolución fue ligeramente superior en el 
caso de VATR3 materia prima. 
 
Fig. 102. Perfiles de disolución a 37 ºC en HCl 
0,1 N: materia prima, VATR3 recristalizado (R-
VATR3), DS-1:5, DS-1:10 y DS-1:20 en L-
HPC. Cada punto representa la media ± SD de 
los resultados obtenidos en tres experimentos 
independientes (n = 3). 
 Por el contrario, todas las DS de VATR3 en L-HPC presentaron perfiles de disolución 
mucho más rápidos. De esta manera, una vez transcurridas las 3 h del ensayo, la cantidad de 
VATR3 disuelto fue aproximadamente del 70% para la DS-1:5 y del 80% para las DS-1:10 y 
DS-1:20. Comparando los perfiles de la DS-1:5 y la DS-1:10, se aprecia como el incremento 
en la proporción de L-HPC mejoró notablemente la velocidad de disolución del compuesto. 
No obstante, las DS-1:10 y DS-1:20 mostraron una cinética similar al inicio del ensayo, 
liberando más del 70% a los 10 min. Sin embargo, ésta se ralentizó en el caso de la DS-1:20, 
de modo que su perfil se solapó con el de la DS-1:10 a partir de los 120 min. 
 Actividad in vivo 
Con respecto a los ensayos biológicos, se procedió de manera similar con el derivado 
VATR3. Este compuesto fue previamente evaluado en diversos modelos in vitro mostrando 
resultados de actividad prometedores, y condujo a un 77% de reducción en la parasitemia 
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del modelo murino propuesto por Romanha et al. (2010) tras administrar 5 dosis 
consecutivas de 100 mg/kg/día (apartado 3.1.1.).  
 Las DS de VATR3 se administraron a grupos de ratones NMRI siguiendo el esquema 
de tratamiento anteriormente descrito para el derivado VATR1: 12,5 mg/kg/día durante 5 
días consecutivos comenzando el 5º d.p.i. En esta ocasión, se seleccionó nuevamente la DS-
1:10 de acuerdo con su perfil de disolución in vitro. Debido a que la cantidad de VATR3 
liberado a partir de las DS-1:5, DS-1:10 y DS-1:20 fue similar una vez finalizado el ensayo, 
presuponiéndose por tanto una actividad in vivo semejante para todas las formulaciones, se 
preparó una nueva DS con menor proporción de L-HPC (DS-1:2,5) a fin de establecer una 
mejor comparación de su eficacia en el modelo murino.  
 Como se observa en el grupo control de infección, las parasitemias que en esta 
ocasión mostraron los animales fueron considerablemente inferiores a las obtenidas en otros 
ensayos anteriores. Sin embargo, se observa una importante reducción en los niveles de 
parasitemia de todos los grupos experimentales como consecuencia de los diferentes 
tratamientos administrados (Fig. 103).  
 
Fig. 103. DS de VATR3: 
curvas de parasitemia en 
machos NMRI de 33 ± 2 g 
de peso infectados con T. 
cruzi cepa Y, tratados por 
5 días consecutivos con 
12,5 mg/kg/día p.o. de las 
DS de VATR3 en L-HPC. 
N = 10 para todos los 
grupos. Cada punto en la 
curva muestra el valor 
medio de parasitemia para 
cada grupo ± SEM. 
* Diferencias significativas 
(P < 0,05) con respecto al 
grupo control de infección 
y 
#
 (P < 0,05) entre VATR3 
y las DS, ANOVA. 
 
 De acuerdo con las curvas de parasitemia, se aprecia claramente como el aumento 
del contenido de L-HPC en las formulaciones trajo una mejora progresiva en el perfil de 
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actividad del compuesto VATR3. De esta manera, los %AUPC obtenidos fueron de 24,51, 
61,12 y 85,42% para VATR3 materia prima, DS-1:2,5 y DS-1:10, respectivamente.  
 Centrándonos en los resultados del 12º d.p.i., el cual fue el día de máxima 
parasitemia en este estudio, se obtuvieron niveles de parasitemia similares en los grupos 
tratados con VATR3 materia prima y con la DS-1:2,5 (P > 0,05), alcanzando porcentajes de 
reducción del 46,15 y 40,11%, respectivamente. Por el contrario, el tratamiento realizado con 
la DS-1:10 supuso una importante disminución en los niveles de parasitemia con respecto al 
grupo control de infección (P < 0,05), siendo el porcentaje de reducción alcanzado por esta 
formulación (81,87%) superior al obtenido esta vez por el BZ (74,18%). 
 Como se muestra a continuación en la Fig. 104, la supervivencia de los animales se 
siguió diariamente hasta el 40º d.p.i. 
 
 
Fig. 104. DS de VATR3: 
supervivencia de los 
ratones durante la fase 
aguda.
 En esta ocasión, la supervivencia que se registró en el grupo control de infección 
(%S = 80%) fue menor que la que presentaron los diferentes grupos de tratamiento. De todos 
ellos, únicamente el grupo tratado con la DS-1:2,5 mostró una supervivencia inferior al 
100%, siendo ésta del 90%. 
 Finalmente, cabe mencionar que durante el transcurso de este experimento no se 
percibieron signos evidentes de toxicidad aguda, tales como pérdida de peso, pérdida de 
pelo o diarrea, sugiriendo que tanto el derivado VATR3 como sus dispersiones sólidas en L-
HPC son bien tolerados en ratón a la posología establecida. 
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3.3. Modelos QSAR/ADL de predicción de actividad tripanocida 
3.3.1. OBTENCIÓN DE LOS MODELOS QSAR/ADL DE PREDICCIÓN 
3.3.1.1. Diseño de las series de entrenamiento y predicción 
Las correspondientes series de entrenamiento (SE) y predicción (SP) se obtuvieron mediante 
análisis de conglomerados (k-medias) a partir de la base de datos (BD) inicialmente formada 
por 1.308 compuestos, 759  activos y 549 inactivos. En este análisis además se retiraron un 
total de 71 compuestos, de entre los cuales 20 estaban repetidos, 3 presentaban errores en 
sus estructuras y 48 fueron eliminados para equiparar el número de moléculas entre los 
diferentes clusters. De esta manera, la SE quedó finalmente constituida por un total de 929 
moléculas, de las cuales 527 son activas y 402 inactivas, mientras que la SP presentó un 
total de 308 moléculas, 177 activas y 131 inactivas (Tabla 51 y Fig. 105). 
Tabla 51. Distribución de las moléculas activas e inactivas que constituyen la base de datos 
confeccionada en las correspondientes SE y SP. 
Base de datos Eliminadas
a 
SE
 
SP Total 
Activos 55 527 177 759 
Inactivos 16 402 131 549 
Total 71 929 308 1308 
a
 Eliminadas de la BD por ser moléculas repetidas (20), detectar algún error en sus estructuras (3) o 
equiparar el número de moléculas en los clusters (48). 
Fig. 105. SE y SP diseñadas mediante análisis de conglomerados (k-medias). Fuente: esquema 
adaptado a los resultados obtenidos a partir del propuesto por Montero-Torres et al. (2005). 
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3.3.1.2. Obtención de los modelos QSAR/ADL 
A partir de los descriptores moleculares (DM) calculados con el software TOMOCOMD-CARDD 
y aplicando la técnica del análisis discriminante lineal (ADL), se obtuvieron los 45 modelos 
de clasificación QSAR/ADL basados en relaciones entre átomos de índice lineal, no 
estocásticos (NS), estocásticos (SS), doble estocásticos (dS) y de probabilidad mutua (PM). En 
la Tabla 52 se muestran los parámetros estadísticos obtenidos para cada uno de los modelos 
y en ella se hace referencia a los DM (índices) sobre los que se construyó cada modelo 
individual.  
 A juzgar por los resultados estadísticos obtenidos con la SE, el mejor modelo de 
predicción fue el número 45 (Gral IL) el cual presentó una Q = 92,03% y una RFA = 8,71%. 
Estos valores se fijaron como el umbral a superar por los distintos sistemas 
multiclasificadores (SMC) creados en el ensamble, a favor de una optimización en la 
capacidad de predicción de los clasificadores individuales (modelos). 
 La clasificación obtenida por cada uno de los 45 modelos para cada compuesto de 
la BD expresada como P% se recoge en el Anexo suplementario 2, incluido en el CD que se 
adjunta a la presente memoria. 
3.3.1.3. Validación de los modelos de predicción 
 Validación externa 
De acuerdo con los parámetros estadísticos obtenidos para la SE (Tabla 52), los 45 modelos 
QSAR/ADL muestran una buena calidad. No obstante, es necesario confirmar su capacidad 
de predicción mediante evaluación de la SP. 
Los parámetros estadísticos obtenidos por los 45 modelos en la evaluación de la SP 
(Tabla 52) son un reflejo de los resultados del proceso de validación externa y por tanto, 
confirman la calidad y el poder de predicción de los modelos. 
 Validación interna 
Con respecto a la validación interna, ésta se realizó únicamente para los modelos que 
integraron finalmente los correspondientes SMC. Por este motivo, los resultados obtenidos 
en los procedimientos de validación cruzada y aleatorización de la variable respuesta se 
expondrán más adelante en esta memoria, una vez se hayan presentado los modelos que 
forman parte de cada SMC. 
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3.3.1.4. Evaluación de la diversidad de los modelos de predicción 
La diversidad en la comparación por pares de todos los modelos se exploró aplicando las 
medidas de desacuerdo, doble fallo, diferencia, correlación y Q-estadístico, con dimensiones 
2, 3, 4, y 5. Los resultados ofrecidos por el programa DASDE para cada medida de diversidad 
se muestran en la Tabla 53, y a partir de éstos se seleccionaron de manera automática los 
modelos de predicción para a continuación proceder con su ensamble. De los 45 modelos 
QSAR/ADL, el programa seleccionó los 16 que se indican a continuación como los más 
diversos: 2, 6, 8, 10, 11, 13, 21, 22, 28, 29, 30, 32, 39, 42, 44 y 45. 
Tabla 53. Modelos de predicción seleccionados por el programa DASDE en base a los resultados de 
diversidad calculados por el programa. 
Media Dimensión
 
Modelos Diversidad (%) 
Desacuerdo 2 10_32 24,43 
3 10_32_42 21,24 
4 10_28_32_42 20,11 
5 10_21_28_32_42 12,85 
Doble fallo 2 22_42 4,41 
 8_21 4,41 
 42_45 4,41 
3 8_21_39 4,88 
4 2_29_39_44 5,17 
 8_11_21_39 5,17 
5 8_10_13_22_39 5,32 
 2_11_29_39_44 5,32 
Diferencia 2 10_32 19,81 
3 6_10_32 15,21 
4 10_28_32_42 13,83 
 6_10_32_42 13,83 
5 10_21_28_32_42 12,85 
Correlación 2 10_32 12,82 
3 6_10_32 22,09 
4 6_10_32_42 26,43 
5 8_10_21_32_39 27,73 
Q-estadístico 2 10_32 37,59 
3 6_10_32 58,45 
4 10_28_32_42 64,28 
5 10_21_30_32_42 67,51 
Resultados 
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3.3.2. CONSTRUCCIÓN DEL SISTEMA MULTICLASIFICADOR 
3.3.2.1. Sistema multiclasificador 1 
 Combinación de los modelos QSAR/ADL: ensamble 
Finalmente, a partir de los 16 modelos seleccionados en el apartado 3.3.1.4. se procedió con 
el ensamble. Este procedimiento se llevó a cabo aplicando las reglas de voto mayoritario (V), 
promedio (A), máximo (X), mínimo (N) y mediana (M), en combinaciones de 2 hasta 5 
modelos, cuyos resultados estadísticos obtenidos para la SE se muestran en la Tabla 54. 
Tabla 54. Valores estadísticos obtenidos para la SE en el ensamble de los modelos de predicción 
seleccionados por el programa DASDE, aplicando las reglas de voto mayoritario (V), promedio (A), 
máximo (X), mínimo (N) y mediana (M). 
Regla Modelos C Q S E RFA Precisión 
Voto 11_39_45_V 0,85 92,47 93,74 90,80 9,20 93,03 
 10_11_22_39_45_V 0,85 92,79 93,93 91,29 8,71 93,40 
Promedio 22_45_A 0,84 92,14 92,79 91,29 8,71 93,32 
 10_22_29_A 0,85 92,47 92,98 91,79 8,21 93,69 
 10_21_29_45_A 0,84 92,36 92,98 91,54 8,46 93,51 
 10_11_21_29_45_A 0,85 92,57 93,74 91,04 8,96 93,21 
Máximo 22_45_X 0,84 92,14 92,79 91,29 8,71 93,32 
 8_22_28_X 0,84 92,03 92,98 90,80 9,20 92,98 
 21_22_32_45_X 0,84 92,25 92,98 91,29 8,71 93,33 
 6_21_22_32_45_X 0,85 92,47 93,17 91,54 8,46 93,52 
Mínimo 11_45_N 0,84 92,03 93,17 90,55 9,45 92,82 
 11_22_45_N 0,83 91,71 92,98 90,05 9,95 92,45 
 11_22_29_45_N 0,80 89,99 91,27 88,31 11,69 91,10 
 8_11_22_30_45_N 0,77 88,70 91,08 85,57 14,43 89,22 
Mediana 22_45_M 0,84 92,14 92,79 91,29 8,71 93,32 
 11_39_45_M 0,85 92,47 93,74 90,80 9,20 93,03 
 2_11_22_29_M 0,85 92,47 93,74 90,80 9,20 93,03 
 10_11_22_39_45_M 0,85 92,79 93,93 91,29 8,71 93,40 
C: coeficiente de correlación de Matthews, Q: exactitud, S: sensibilidad, E: especificidad, RFA: razón 
de falsa alarma. 
 La Fig. 106 recoge los resultados de Q y RFA para la SE, obtenidos con la mejor 
combinación de modelos por cada regla de ensamble. A excepción de la combinación de los 
modelos 11 y 45 aplicando la regla del mínimo, todas superaron el umbral establecido por el 
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modelo 45 (Q = 92,03% y RFA = 8,71%), presente en cuatro de las cinco mejores 
combinaciones. No obstante, el mejor SMC resultó de los modelos 10, 22 y 29 aplicando la 
regla del promedio, con valores de Q y RFA de 92,47 y 8,21%, respectivamente. 
 
Fig. 106. Mejor combinación de modelos (ensamble) obtenida de acuerdo con las reglas de voto 
mayoritario (V), promedio (A), máximo (X), mínimo (N) y mediana (M), en base a los valores de Q y 
RFA obtenidos para la SE. 
 Por tanto, en función de los resultados obtenidos en el ensamble y siguiendo 
siempre el principio de parsimonia, se seleccionó el SMC originado a partir de los modelos 
10 (ILNS-S), 22 (ILSS-Gral) y 29 (ILdS-H). Estos tres modelos individuales posteriormente se 
sometieron al correspondiente proceso de validación interna. Las ecuaciones 10, 22 y 29 
que se muestran a continuación, hacen referencia a los tres modelos individuales que 
constituyen el primer SMC seleccionado, denominado de aquí en adelante como SMC1. 
SMC1 
Clasif (10)  =    1,10 + 1,47 × 104 Sf9L
H
(xG) + 3,62 × 10
6 S
f12L
H
(xG) + 1,09 × 10
5 S
f13L(xG)  3,20 × 
10
6 S
f14L(xG) 
Clasif (22)  =    7,01 + 6,15 × 101 Psf1L
H
(xP) + 3,21 × 10
2 Ps
f5L
H
(xC)  5,32 × 10
1 Ps
f0L
H
(xP) 
 
+ 2,04 × 
10
1 Vs
f1L
H
(xP)
  3,66 × 101 Asf0(x) + 4,78 
Cs
f3L(xP)  2,95 × 10
2 PSAs
f2
H
(x) + 6,32 × 10
2 
Rs
f13
H
(x)  1,79 Rsf1L
H
(xP) 
Clasif (29) =   6,28 + 4,04 × 101 Hdsf5
H
(x) + 6,10 
Hds
f0L
H
(xP) + 7,28 
Hds
f1L
H
(xP)  7,52 
Hds
f3L
H
(xP)  
85,04 
Hds
f6L
H
(xP)
 
+ 79,35 
Hds
f8L
H
(xP)
  16,90 Hdsf4L(xC) + 16,12 
Hds
f14L(xC) 
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 Validación externa 
Como se ha comentado anteriormente, los procedimientos de validación externa se 
efectuaron para los 45 modelos individuales demostrando la calidad de predicción de los 
mismos (Tabla 52). No obstante, como muestra la Tabla 55, la validación externa del SMC1 
también se llevó a cabo confirmándose la calidad del SMC1. 
Tabla 55. Parámetros estadísticos obtenidos para la SP en la validación externa del SMC1. 
Modelo C Q S E RFA Precisión 
SMC1 10_22_29 0,79 89,29 87,57 91,60 8,40 93,37 
C: coeficiente de correlación de Matthews, Q: exactitud, S: sensibilidad, E: especificidad, RFA: razón 
de falsa alarma. 
 Validación interna 
A continuación se llevaron a cabo los procedimientos de validación interna a través de los 
cuales se exploró la robustez de los tres modelos individuales que constituyen el SMC1: 
modelos 10, 22 y 29. 
 Validación cruzada 
El ejercicio de validación cruzada se realizó dejando el 5, 10, 15, 20, 25 y 30% de los 
compuestos fuera de la SE. Las Fig. 107 (modelo 10), 109 (modelo 22) y 111 (modelo 29) 
señalan que tanto la Q como la RFA no sufrieron grandes alteraciones con respecto a los 
valores que adquirieron para la SE del correspondiente modelo original (Tabla 52). Estos 
resultados confirman que en la BD no hay un grupo específico de moléculas que ejerza 
mayor influencia sobre la construcción del modelo. 
 Aleatorización de la variable respuesta 
Con respecto a la aleatorización de la variable respuesta (intercambio de la Y), ésta se llevó 
a cabo sobre el 5, 10, 20, 30 y 40% de la SE. Los resultados obtenidos para los modelos 10, 
22 y 29 se reflejan respectivamente en las Fig. 108, 110 y 112, apoyando igualmente su 
estabilidad y descartándose un ajuste casual en los valores originales de la Q. 
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Fig. 107. Validación cruzada del modelo 10 (ILNS-S) dejando el 5, 10, 15, 20, 25 y 30% de los 
compuestos fuera: resultados relativos a la Q (A) y la RFA (B).  
 
Fig. 108. Intercambio de la Y realizado en el 5, 10, 20, 30 y 40% de la SE del modelo 10 (ILNS-S). 
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Fig. 109. Validación cruzada del modelo 22 (ILSS-Gral) dejando el 5, 10, 15, 20, 25 y 30% de los 
compuestos fuera: resultados relativos a la Q (A) y la RFA (B).  
 
Fig. 110. Intercambio de la Y realizado en el 5, 10, 20, 30 y 40% de la SE del modelo 22 (ILSS-Gral). 
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Fig. 111. Validación cruzada del modelo 29 (ILdS-H) dejando el 5, 10, 15, 20, 25 y 30% de los 
compuestos fuera: resultados relativos a la Q (A) y la RFA (B).  
 
Fig. 112. Intercambio de la Y realizado en el 5, 10, 20, 30 y 40% de la SE del modelo 29 (ILdS-H).
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 Cribado virtual de las series de síntesis 
 Derivados de 5-nitroindazol 
Dentro de este grupo se encuentran los derivados de 5-nitroindazol pertenecientes a las 
series II, III y IV. Los compuestos de la denominada como serie I no fueron evaluados in silico 
debido a que forman parte de la BD y por tanto, de las SE y SP. De la misma manera, aquellos 
derivados de 5-nitroindazol cuyas estructuras se presentan en forma de sales tampoco se 
sometieron al CV. 
A continuación se presentan los resultados obtenidos por cada uno de los tres 
modelos individuales y el SMC1 (Tabla 56). 
Tabla 56. CV de los derivados de 5-nitroindazol realizado por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1 que 
constituyen. IS y Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Serie Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 10
c 
P% 22 P% 29 SMC1 
In silico
d
 
10 22 29 SMC1 
II 
VATR106 > 256 A 24,58 -98,90 -85,03 -53,11 A I I I 
VATR107 5,93 I 44,72 -97,91 -88,33 -47,18 A I I I 
VATR108 21,22 A -49,94 -99,63 -95,82 -81,80 I I I I 
VATR109 > 9,63 I -49,94 -99,63 -99,15 -82,91 I I I I 
VATR110 > 145,45 A 22,94 -98,48 -62,03 -45,85 A I I I 
VATR111 > 12,41 A 43,31 -97,12 -81,78 -45,20 A I I I 
VATR112 > 5,79 I -49,94 -99,49 -89,24 -79,56 I I I I 
VATR113 2,22 I -49,94 -99,49 -98,48 -82,64 I I I I 
VATR114 > 34,69 A -49,94 -95,23 -74,41 -73,19 I I I I 
VATR115  I -49,94 -91,54 -96,63 -79,37 I I I I 
VATR118  I -49,94 -89,98 -0,04 -46,65 I I I I 
III 
VATR69 4,92 I -49,94 -99,37 -29,95 -59,75 I I I I 
VATR71 > 1,18 I -49,94 -99,42 -91,27 -80,21 I I I I 
VATR72  I -49,94 -99,65 -92,17 -80,58 I I I I 
VATR73 < 0,80 I -49,94 -97,71 -46,06 -64,57 I I I I 
VATR74  I -49,94 -99,09 -91,45 -80,16 I I I I 
VATR75 > 162,02 A -49,94 -99,54 9,62 -46,62 I I A I 
VATR76  I -49,94 -99,58 17,55 -43,99 I I A I 
VATR77 7,01 I -49,94 -98,75 20,71 -42,66 I I A I 
VATR78 > 10,09 A -49,94 -98,99 60,61 -29,44 I I A I 
VATR82 > 27,86 A -49,94 -99,11 -71,01 -73,35 I I I I 
VATR83 > 8,26 I -49,94 -99,23 -60,41 -69,86 I I I I 
VATR84 > 19,26 A -49,94 -98,98 12,72 -45,40 I I A I 
VATR85 > 66,32 A -49,94 -97,91 19,85 -42,67 I I A I 
VATR86  I -49,94 -99,10 -49,97 -66,34 I I I I 
VATR87 > 120,19 A -57,48 -99,14 -41,29 -65,97 I I I I 
VATR88  I -70,16 -99,26 -50,58 -73,33 I I I I 
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Tabla 56. Continuación. 
 VATR89 58,35 A -49,94 -99,19 -56,15 -68,43 I I I I 
VATR90  I -49,94 -86,84 73,33 -21,15 I I A I 
VATR91  I -49,94 -84,05 73,23 -20,25 I I A I 
VATR92 45,91 A -49,94 -98,63 -93,78 -80,78 I I I I 
VATR93 18,10 A -49,94 -98,87 -95,87 -81,56 I I I I 
VATR94 2,49 I -49,94 -99,46 -68,30 -72,57 I I I I 
VATR95 1,97 I -49,94 -98,86 -87,40 -78,73 I I I I 
VATR98 8,69 I -65,18 -98,69 -67,31 -77,06 I I I I 
VATR103 1,51 I -93,26 -98,88 -14,23 -68,79 I I I I 
VATR126 > 3,94 I -49,94 -99,41 -28,66 -59,34 I I I I 
VATR127 > 152,38 A -49,94 -99,29 -58,86 -69,36 I I I I 
VATR128  I -49,94 -99,26 -76,03 -75,08 I I I I 
VATR129  I -49,94 -99,35 -64,78 -71,36 I I I I 
VATR131 > 47,14 A -49,94 -99,36 -41,64 -63,65 I I I I 
VATR136 > 39,02 A -49,94 -99,29 -55,11 -68,11 I I I I 
VATR137  I -49,94 -99,43 -18,78 -56,05 I I I I 
VATR138 25,94 A -49,94 -99,01 -43,97 -64,31 I I I I 
VATR141 > 21,95 A -49,94 -99,66 -86,98 -78,86 I I I I 
VATR143  I -49,94 -99,41 -83,82 -77,72 I I I I 
VATR144 < 0,57 I -49,94 -96,47 -60,30 -68,90 I I I I 
VATR145 > 8,90 I -49,94 -95,70 -98,14 -81,26 I I I I 
VATR147 > 1,77 I -49,94 -99,52 -49,00 -66,15 I I I I 
IV 
VATR79 > 24,08 A -49,94 -98,36 -12,50 -53,60 I I I I 
VATR80 > 10,96 A -49,94 -97,67 36,72 -36,96 I I A I 
VATR81 24,81 A -49,94 -96,72 52,62 -31,35 I I A I 
VATR96 2,72 I -49,94 -99,52 -75,22 -74,89 I I I I 
VATR104 14,94 A -49,94 -99,70 -24,42 -58,02 I I I I 
VATR105 3,17 I -49,94 -99,28 -28,60 -59,27 I I I I 
VATR116 > 2,85 I -49,94 -98,36 -18,65 -55,65 I I I I 
VATR117  I -49,94 -98,68 -0,38 -49,67 I I I I 
VATR121 > 11,40 A -49,94 -99,79 -75,11 -74,95 I I I I 
VATR122  I -49,94 -97,54 8,38 -46,36 I I A I 
VATR123  I -49,94 -97,89 40,81 -35,67 I I A I 
VATR124 6,44 I -49,94 -99,83 -57,30 -69,02 I I I I 
VATR130 7,27 I -49,94 -99,51 18,99 -43,49 I I A I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el SMC1 (promedio) 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 El CV de los 5-nitroindazoles alcanzó una Q del 59,5864,52% para los tres modelos 
individuales y el SMC1. No obstante, la práctica totalidad de estos derivados fueron 
clasificados como inactivos por los modelos individuales, mientras que el SMC1 los clasificó 
a todos como inactivos. Los resultados in silico de esta serie difirieron de los obtenidos 
previamente in vitro, ya que 24 de los 62 compuestos fueron activos frente a epimastigotes. 
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De esta manera, el valor de sensibilidad más alto se obtuvo con el modelo 29 (S = 25,00%), 
siendo el modelo 10 el de mayor precisión con un 75,00%. Con respecto a los compuestos 
inactivos, tanto el modelo 22 como el SMC1 obtuvieron una RFA del 0,00% al no clasificar 
erróneamente ningún compuesto inactivo como activo, siendo este valor aceptable para los 
modelos 10 y 29 (RFA = 2,63 y 18,42%, respectivamente). 
 Derivados de tetrahidroquinolina 
En este grupo se sitúan las tetrahidroquinolinas pertenecientes a las series AR y DM, cuyos 
resultados obtenidos en el CV por los modelos 10, 22, 29 y el correspondiente SMC1 se 
muestran en la Tabla 57. 
Tabla 57. CV de las tetrahidroquinolinas realizado por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1 que 
constituyen. IS y Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Serie Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 10
c 
P% 22 P% 29 SMC1 
In silico
d
 
10 22 29 SMC1 
AR 
AR39 > 43,09 A -49,94 -4,42 5,24 -16,37 I I A I 
AR40 > 71,11 A -49,94 -14,19 98,06 11,31 I I A A 
AR41 > 32 A -49,94 -7,25 -39,61 -32,27 I I I I 
AR42 > 2 I -49,94 -74,45 1,62 -40,92 I I A I 
AR43  I -49,94 -78,67 -17,59 -48,73 I I I I 
AR44  I -49,94 -80,16 -66,59 -65,56 I I I I 
AR45 > 3,45 I -49,94 -73,90 -2,20 -42,01 I I I I 
AR45F2  I -49,94 -59,29 -51,35 -53,53 I I I I 
AR46 > 1,19 I -49,94 -64,89 -52,31 -55,71 I I I I 
AR47  I -49,94 -7,16 -16,27 -24,46 I I I I 
AR89  I -49,94 -12,21 -49,09 -37,08 I I I I 
AR91 > 33,37 A 36,01 11,45 -28,16 6,43 A A I A 
AR92 3,69 I -49,94 -87,55 -76,25 -71,24 I I I I 
DM 
DM1  I -49,94 -32,56 -65,32 -49,27 I I I I 
DM5 > 1,63 I -49,94 -74,27 -87,77 -70,66 I I I I 
DM6 0,93 I -49,94 -91,78 -92,37 -78,03 I I I I 
DM7 > 1,79 I -49,94 -78,81 -88,85 -72,53 I I I I 
DM8  I -49,94 -82,64 -96,31 -76,30 I I I I 
DM9 > 1,59 I -49,94 -97,48 -87,84 -78,42 I I I I 
DM12  I -49,94 -98,28 -93,05 -80,42 I I I I 
DM13  I -49,94 -94,51 -94,85 -79,76 I I I I 
DM15 > 58,45 A -49,94 -78,67 -17,59 -48,73 I I I I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el SMC1 (promedio) 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
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 Con respecto a los derivados de tetrahidroquinolina, todos los sistemas obtuvieron 
una elevada Q, comprendida esta vez entre el 68,1877,27%.  Como se aprecia en la Tabla 
57, la predicción realizada por los modelos 10 y 22 fue similar, mientras que el modelo 29 
obtuvo los mejores valores estadísticos: Q = 77,27%, S = 40,00%, E = 88,24%, RFA = 11,76% y 
Prec = 50,00%. El SMC1 no mejoró la clasificación obtenida por el modelo 29 para las 
moléculas de las series AR y DM. 
 Derivados de cloroquina 
Se llevó a cabo el CV de 21 de los 22 derivados de cloroquina, no incluyéndose el compuesto 
4 por ser estructuralmente similar al 3. A diferencia de lo ocurrido con las dos series 
anteriores, los derivados de cloroquina fueron en su mayoría clasificados como activos por 
los modelos y el SMC1, a excepción de la predicción realizada por el modelo 10 (Tabla 58). 
Tabla 58. CV de los derivados de cloroquina realizado por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1 que 
constituyen. IS y Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Serie Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 10
c 
P% 22 P% 29 SMC1 
In silico
d
 
10 22 29 SMC1 
Grupo 1 
1 3,71 I -10,87 -59,91 60,30 -3,49 I I A I 
2 2,50 I -10,61 -57,43 2,35 -21,89 I I A I 
3 39,33 A -9,19 -10,93 12,97 -2,38 I I A I 
5 2,24 I -7,66 -18,84 77,07 16,86 I I A A 
6 3,29 I -6,59 42,51 89,70 41,87 I A A A 
7 63,52 A -6,35 23,42 25,56 14,21 I A A A 
8 > 5,19 I -3,04 40,46 83,04 40,16 I A A A 
9  I -6,05 11,62 44,43 16,66 I A A A 
10 2,85 I -6,69 -3,82 79,05 22,85 I I A A 
11 1,59 I -7,32 27,53 88,24 36,15 I A A A 
12 > 14,06 A -4,41 43,97 92,87 44,14 I A A A 
13 < 6,74 I -6,59 3,59 59,30 18,77 I A A A 
14  I -3,42 22,26 81,53 33,46 I A A A 
15 > 3,67 I -6,68 38,00 84,75 38,69 I A A A 
16 5,63 I -6,60 4,35 37,37 11,70 I A A A 
Grupo 2 
17  I -17,97 -24,36 21,93 -6,80 I I A I 
18 1,36 I -19,27 -32,08 47,18 -1,39 I I A I 
19 1,95 I -19,17 -29,29 2,91 -15,18 I I A I 
20 2,14 I -19,30 -29,65 8,44 -13,50 I I A I 
21 4,08 I -18,83 44,44 -62,34 -12,24 I A I I 
22  I -18,96 44,84 73,73 33,20 I A A A 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el SMC1 (promedio) 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
Resultados 
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 A propósito de los tres derivados activos in vitro (compuestos 3, 7 y 12), 2/3 fueron 
clasificados correctamente por los modelos 22 y el SMC1, mientras que 3/3 lo fueron por el 
modelo 29 (S = 66,67 y 100%, respectivamente). Por el contrario, de los 18 compuestos 
inactivos, 10 (modelo 22), 17 (modelo 29) y 11 (SMC1) fueron clasificados erróneamente 
como activos, lo que se tradujo en valores elevados de RFA (55,56, 94,44 y 61,11%, 
respectivamente) y una pobre precisión (16,67, 15,00 y 15,38%, respectivamente). 
 Derivados de tiadiazina 
En este grupo se encuentran los 14 derivados de la serie DIT, cuyos resultados de actividad 
predichos por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1 figuran en la Tabla 59. 
Tabla 59. CV de los derivados de tiadiazina realizado por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1 que 
constituyen. IS y Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 10
c 
P% 22 P% 29 SMC1 
 In silico
d
 
10 22 29 SMC1 
DIT1q < 0,37 I -49,94 -99,37 -69,36 -72,89 I I I I 
DIT5j < 0,10 I -49,94 -96,04 31,30 -38,23 I I A I 
DIT6c > 2,06 I -49,94 -99,30 14,25 -45,00 I I A I 
DIT7r < 0,34 I -10,93 -99,22 -77,99 -62,71 I I I I 
DIT8m < 0,30 I -49,94 -95,67 -78,88 -74,83 I I I I 
DIT12e < 0,64 I -18,21 -89,51 37,81 -23,30 I I A I 
DIT12o  I -22,09 -90,70 86,97 -8,61 I I A I 
DIT16l < 0,77 I 16,71 -92,07 -65,81 -47,05 A I I I 
DIT21d < 0,39 I -49,94 -96,40 -32,26 -59,53 I I I I 
DIT22r < 0,34 I -8,55 -98,80 -62,64 -56,66 I I I I 
DIT23m < 0,37 I -3,58 -93,04 -73,32 -56,65 I I I I 
DIT24c < 0,19 I -10,89 -94,27 -50,88 -52,01 I I I I 
DIT27s < 0,39 I 2,07 -98,12 -86,86 -60,97 A I I I 
DIT28d < 0,07 I -5,86 -79,10 -41,63 -42,20 I I I I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el SMC1 (promedio) 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 Con respecto a la serie DIT, es importante destacar que ninguno de los 14 
derivados fue activo in vitro y en consecuencia, el número de casos verdaderos positivos (VP) 
y falsos negativos (FN) obtenidos en el CV fue igual a 0, siendo por tanto imposible 
determinar los valores estadísticos de C y S, viéndose afectado también el cálculo de la 
precisión. De esta manera y haciendo alusión únicamente a los compuestos inactivos, el 
modelo 22 y el SMC1 presentan el mismo perfil de predicción con valores de Q del 100% y 
valores de RFA del 0,00%, seguidos por el modelo 10 (Q = 85,71% y RFA = 14,29%) y 
finalmente por el modelo 29 (Q = 71,43% y RFA = 28,57%). 
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 Quelantes heterocíclicos 
A continuación se muestran los resultados del CV para las 22 moléculas que forman esta 
serie, obtenidos con los modelos individuales 10, 22, y 29 así como con el SMC1 (Tabla 60). 
Tabla 60. CV de los quelantes heterocíclicos realizado por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1 que 
constituyen. IS y Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Compuesto IS 
a 
Obs.
b 
P% 10
c 
P% 22 P% 29 SMC1 
 In silico
d
 
10 22 29 SMC1 
1 > 3,51 I -49,94 -14,03 98,95 11,66 I I A A 
4 0,77 I -49,94 49,57 99,99 33,21 I A A A 
5 < 0,60 I -49,94 -54,99 95,55 -3,13 I I A I 
6  I -49,94 -8,10 99,75 13,90 I I A A 
7 1,90 I -49,94 -80,63 58,20 -24,12 I I A I 
10 < 0,27 I -49,94 -99,78 -81,37 -77,03 I I I I 
12 2,42 I -49,94 -99,64 -99,99 -83,19 I I I I 
13 4,53 I -49,94 -99,92 -99,99 -83,28 I I I I 
14 0,49 I -49,94 -99,99 -99,99 -83,31 I I I I 
15 1,35 I -49,94 -99,69 -88,84 -79,49 I I I I 
16 0,47 I -49,94 -41,85 -25,20 -39,00 I I I I 
17 0,72 I -49,94 -87,53 23,28 -38,06 I I A I 
18 2,07 I -49,94 -98,02 98,83 -16,38 I I A I 
19 0,37 I -49,94 -87,17 41,45 -31,88 I I A I 
20 0,60 I -49,94 -98,15 58,67 -29,81 I I A I 
21 1,17 I -21,21 -94,02 85,88 -9,78 I I A I 
22 1,75 I -49,94 -81,26 63,85 -22,45 I I A I 
24 1,35 I -49,94 -99,75 62,09 -29,20 I I A I 
25  I -49,94 -96,70 -12,85 -53,16 I I I I 
27  I -49,94 -70,16 95,41 -8,23 I I A I 
28 2,40 I -49,94 -99,55 96,09 -17,80 I I A I 
29 0,56 I -49,94 21,50 97,75 23,10 I A A A 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el SMC1 (promedio) 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 De manera similar a lo ocurrido con la serie anterior, ninguno de los 22 derivados 
fue activo in vitro, siendo el número de casos VP y FN obtenidos en el CV igual a 0 e 
imposible determinar los valores de C y S. El modelo 10 obtuvo valores de Q y RFA del 100% 
y 0,00%, respectivamente. En el otro extremo se encuentra el modelo 29, con un elevado 
número de FP que bajó la Q a 31,82% y situó el valor de RFA en un 68,18%. En esta ocasión el 
SMC1 únicamente mejoró los resultados del modelo 29, obteniendo Q = 81,82% y RFA = 
18,18%. 
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 Cromenoazoldionas 
La Tabla 61 recoge los resultados del CV realizado por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1 
para la serie química constituida por 7 moléculas con estructura de cromenoazoldiona. 
Tabla 61. CV de las cromenoazoldionas realizado por los modelos 10, 22, 29 y el SMC1. IS y Obs. 
hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 10
c 
P% 22 P% 29 SMC1 
In silico
d
 
10 22 29 SMC1 
PM199 5,83 I -49,94 49,36 67,26 22,23 I A A A 
PM52  I -49,94 23,76 -71,98 -32,72 I A I I 
PM401 5,27 I -49,94 65,16 -69,99 -18,26 I A I I 
PM154 2,60 I -49,94 77,86 -21,47 2,15 I A I A 
PM357 > 4,37 I -49,94 88,86 57,38 32,10 I A A A 
PM402 > 3,11 I -49,94 24,10 -72,92 -32,92 I A A A 
PM203 7,03 I -49,94 65,23 -69,72 -18,14 I A I I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el SMC1 (promedio) 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 En esta ocasión tampoco pudieron determinarse los valores de C y S debido a que 
ninguna de las 7 moléculas mostró actividad in vitro y por tanto el número de casos VP y FN 
predicho por los modelos fue igual a 0. La mejor predicción se obtuvo con el modelo 10 (Q = 
100% y RFA = 0,00%), seguida del modelo 29 (Q =71,43% y RFA = 28,57%) y del modelo 22 (Q 
= 0,00% y RFA = 100%). El SMC1 únicamente mejoró los resultados del modelo 22, ya que la 
elevada tasa de casos FP afectó considerablemente a su calidad (Q = 57,14% y RFA = 42,86%). 
 Resultados estadísticos del CV realizado por el SMC1 
La Tabla 62 recoge los resultados estadísticos globales del CV de las 148 moléculas que 
constituyen los seis grupos expuestos anteriormente.  
Tabla 62. Parámetros estadísticos derivados de la clasificación obtenida por los modelos individuales 
10, 22, 29 y por su ensamble (SMC1) en el CV de las 148 moléculas evaluadas. 
Modelo C Q S E RFA Precisión 
10 0,09 77,03 9,38 95,69 4,31 37,50 
22 -0,13 65,54 6,25 81,90 18,10 8,70 
29 -0,05 54,05 34,38 59,48 40,52 18,97 
SMC1 10_22_29 -0,09 66,89 9,38 82,76 17,24 13,04 
C: coeficiente de correlación de Matthews, Q: exactitud, S: sensibilidad, E: especificidad, RFA: razón 
de falsa alarma. 
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 En términos generales y como se ha venido comentando en los resultados 
obtenidos con cada grupo de moléculas evaluadas in silico, en esta ocasión el SMC1 no 
mejoró la predicción realizada por los tres modelos individuales que lo constituyen (modelos 
10, 22 y 29). 
3.3.2.2.  Sistemas multiclasificadores 2 y 3 
 Combinación de los modelos QSAR/ADL: ensamble 
De manera similar a como se procedió con el SMC1, a partir de los 16 modelos QSAR/ADL 
seleccionados por DASDE como los más diversos (apartado 3.3.1.4.) se realizaron nuevos 
ensambles con el propósito de buscar nuevas combinaciones de modelos que mejorasen los 
resultados del CV obtenidos por el SMC1. Como requisito para esta nueva combinación, se 
estableció que el SMC estuviera constituido por tres modelos individuales. Asimismo, de 
acuerdo con la clasificación obtenida por el modelo 10 (P% 10) para las diferentes 
moléculas, éste fue retirado del proceso de ensamble para evitar cualquier posibilidad de 
interferencia de sus resultados de predicción sobre la clasificación final del SMC. 
Tabla 63. Valores estadísticos obtenidos para la SE en el ensamble de los modelos de predicción 
seleccionados por el programa DASDE, aplicando las reglas de voto mayoritario (V), promedio (A), 
máximo (X), mínimo (N) y mediana (M). 
Regla Modelos C Q S E RFA Precisión 
Voto 21_22_29_V 0,84 92,14 92,41 91,79 8,21 93,65 
Promedio 2_6_29_A 0,84 92,14 93,55 90,30 9,70 92,67 
22_29_36_A 0,84 92,03 93,36 90,30 9,70 92,66 
22_39_45_A 0,84 92,14 92,98 91,04 8,96 93,16 
11_22_45_A 0,84 92,25 92,98 91,29 8,71 93,33 
29_36_45_A 0,84 92,36 94,31 89,80 10,20 92,38 
21_29_45_A 0,84 92,25 92,41 92,04 7,96 93,83 
Máximo 22_29_45_X 0,84 91,93 93,17 90,30 9,70 92,64 
Mínimo 11_22_29_N 0,80 90,20 91,46 88,56 11,44 91,29 
Mediana 21_22_29_M 0,84 92,14 92,41 91,79 8,21 93,65 
C: coeficiente de correlación de Matthews, Q: exactitud, S: sensibilidad, E: especificidad, RFA: razón 
de falsa alarma. 
 La Fig. 113 recoge los resultados de Q y RFA para la SE, obtenidos con la mejor 
combinación por cada regla de ensamble, de acuerdo con los cuales se seleccionaron las 
combinaciones de los modelos 21, 22 y 29 por la regla del voto mayoritario (Q = 92,14% y 
RFA = 8,21%) y de los modelos 21, 29 y 45 por la regla del promedio (Q = 92,25% y RFA = 
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7,96%). Ambas superaron los valores de corte establecidos por el modelo 45 (Q = 92,03% y 
RFA = 8,71%). 
 
Fig. 113. Mejor combinación de modelos (ensamble) obtenida de acuerdo con las reglas de voto (V), 
promedio (A), máximo (X), mínimo (N) y mediana (M), en base a los valores de Q y RFA obtenidos 
para la SE. 
 De acuerdo con el nuevo ensamble, se seleccionaron los SMC construidos con los 
modelos 21 (ILSS-S), 22 (ILSS-Gral) y 29 (ILDS-H) y los modelos 22 (ILSS-Gral), 29 (ILdS-H) y 
45 (IL-Gral). A continuación se muestran las ecuaciones de los modelos que constituyen 
ambos SMC, los cuales de aquí en adelante se denominarán como SMC2 y SMC3, 
respectivamente. 
SMC2 
Clasif (21)  =    2,26 + 2,75 × 101 Ssf1L
H
(xP)  2,61 × 10
1 Ss
f4L
H
(xP)  3,19 × 10
2 Ss
f0L
H
(xX) + 2,56 × 
10
1 Ss
f2L(xC)  2,09 × 10
1 Ss
f9L(xC)  9,44 
Ss
f7L(xG) + 9,91 
Ss
f9L(xG) 
Clasif (22)  =    7,01 + 6,15 × 101 Psf1L
H
(xP) + 3,21 × 10
2 Ps
f5L
H
(xC)  5,32 × 10
1 Ps
f0L
H
(xP) + 2,04 × 
10
1 Vs
f1L
H
(xP)
  3,66 × 101 Asf0(x) + 4,78 
Cs
f3L(xP)  2,95 × 10
2 PSAs
f2
H
(x) + 6,32 × 10
2 
Rs
f13
H
(x)  1,79 Rsf1L
H
(xP) 
Clasif (29) =   6,28 + 4,04 × 101 Hdsf5
H
(x) + 6,10 
Hds
f0L
H
(xP) + 7,28 
Hds
f1L
H
(xP)  7,52 
Hds
f3L
H
(xP)  
85,04 
Hds
f6L
H
(xP)
 
+ 79,35 
Hds
f8L
H
(xP)
  16,90 Hdsf4L(xC) + 16,12 
Hds
f14L(xC)  
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SMC3 
Clasif (22) =   7,01 + 6,15 × 101 Psf1L
H
(xP) + 3,21 × 10
2 Ps
f5L
H
(xC)  5,32 × 10
1 Ps
f0L
H
(xP) + 2,04 × 
10
1 Vs
f1L
H
(xP)
  3,66 × 101 Asf0(x) + 4,78 
Cs
f3L(xP)  2,95 × 10
2 PSAs
f2
H
(x) + 6,32 × 10
2 
Rs
f13
H
(x)  1,79 Rsf1L
H
(xP) 
Clasif (29) =   6,28 + 4,04 × 101 Hdsf5
H
(x) + 6,10 
Hds
f0L
H
(xP) + 7,28 
Hds
f1L
H
(xP)  7,52 
Hds
f3L
H
(xP)  
85,04 
Hds
f6L
H
(xP)
 
+ 79,35 
Hds
f8L
H
(xP)
  16,90 Hdsf4L(xC) + 16,12 
Hds
f14L(xC)  
Clasif (45) =   6,97 + 3,56 × 103 Pf3L
H
(xC)  7,58 × 10
2 P
f2L
H
(xP) + 3,32 × 10
3 C
f8L
H
(xG) + 1,37 
Ps
f0L
H
(xP) + 2,59 × 10
1 Vs
f1L
H
(xP)  2,23 
Rs
f1L
H
(xP)  7,08 × 10
2 Pds
f3(x) 
 Validación externa 
A continuación se muestran los resultados de la validación externa para los SMC2 y SMC3 
(Tabla 64). Los valores estadísticos obtenidos apoyan la calidad de ambos sistemas. 
Tabla 64. Parámetros estadísticos obtenidos para la SP en la validación externa de los SMC2 y 
SMC3. 
Modelo C Q S E RFA Precisión 
SMC2 21_22_29 0,79 89,29 87,57 91,60 8,40 93,37 
SMC3 21_29_45 0,78 89,29 88,14 90,84 9,16 92,86 
C: coeficiente de correlación de Matthews, Q: exactitud, S: sensibilidad, E: especificidad, RFA: razón 
de falsa alarma. 
 Validación interna 
Los procedimientos de validación interna se efectuaron únicamente para los modelos 21 y 
45 de manera similar a como se procedió con los modelos 10, 22 y 29 (apartado 3.3.2.1.). 
 Validación cruzada 
Como muestra el ejercicio de validación cruzada del modelo 21 (Fig. 114) y del modelo 45 
(Fig. 116), los parámetros Q y RFA de la SE no sufrieron grandes alteraciones con respecto a 
los de los respectivos modelos originales (Tabla 52), sugiriendo de esta manera que en la BD 
no existe un grupo de moléculas que ejerza mayor influencia sobre los mismos.  
 Aleatorización de la variable respuesta 
Los resultados obtenidos en el intercambio de la Y (Fig. 115 y 117) apoyaron la estabilidad 
de los modelos 21 y 45, descartando un ajuste casual en los valores originales de Q y RFA. 
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Fig. 114. Validación cruzada del modelo 21 (ILSS-S) dejando el 5, 10, 15, 20, 25 y 30% de los 
compuestos fuera: resultados relativos a la Q (A) y la RFA (B).  
 
Fig. 115. Intercambio de la Y realizado en el 5, 10, 20, 30 y 40% de la SE del modelo 21 (ILSS-S). 
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Fig. 116. Validación cruzada del modelo 45 (IL-Gral) dejando el 5, 10, 15, 20, 25 y 30% de los 
compuestos fuera: resultados relativos a la Q (A) y la RFA (B). 
 
Fig. 117. Intercambio de la Y realizado en el 5, 10, 20, 30 y 40% de la SE del modelo 45 (IL-Gral). 
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 Cribado virtual de las series de síntesis 
 Derivados de 5-nitroindazol 
A continuación se presentan los resultados del CV obtenidos por los modelos 21 y 45, así 
como por los correspondientes SMC que integran (Tabla 65). Es importante indicar que por 
cuestiones prácticas, los resultados de los otros dos modelos que forman parte de los 
nuevos SMC (modelos 22 y 29) y que también constituyen el SMC1, no se han incluido esta 
vez en las Tablas, debiéndose acudir a los resultados expuestos en el apartado 3.3.2.1. para 
su consulta. 
Tabla 65. CV de los derivados de 5-nitroindazol realizado por los modelos 21 y SMC2 y 45 y SMC3. 
IS y Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Serie Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 21
c SMC2 P% 45 SMC3 
In silico
d
 
21 SMC2 45 SMC3 
II 
VATR106 > 256 A -30,58 -1 -99,41 -71,67 I I I I 
VATR107 5,93 I -28,01 -1 -99,26 -71,87 I I I I 
VATR108 21,22 A -64,02 -1 -99,83 -86,56 I I I I 
VATR109 > 9,63 I -80,26 -1 -99,81 -93,07 I I I I 
VATR110 > 145,45 A -44,69 -1 -99,33 -68,68 I I I I 
VATR111 > 12,41 A -43,23 -1 -99,15 -74,72 I I I I 
VATR112 > 5,79 I -72,82 -1 -99,81 -87,29 I I I I 
VATR113 2,22 I -85,35 -1 -99,79 -94,54 I I I I 
VATR114 > 34,69 A -64,03 -1 -98,92 -79,12 I I I I 
VATR115  I -74,37 -1 -95,11 -88,70 I I I I 
VATR118  I -55,31 -1 -96,70 -50,68 I I I I 
III 
VATR69 4,92 I -79,35 -1 -99,83 -69,71 I I I I 
VATR71 > 1,18 I -76,49 -1 -99,80 -89,19 I I I I 
VATR72  I -84,33 -1 -99,81 -92,10 I I I I 
VATR73 < 0,80 I 99,31 -1 -99,53 -15,42 A I I I 
VATR74  I -77,31 -1 -99,55 -89,44 I I I I 
VATR75 > 162,02 A -79,40 -1 -99,81 -56,53 I I I I 
VATR76  I -77,06 -1 -99,47 -53,00 I I I I 
VATR77 7,01 I -78,89 -1 -99,59 -52,59 I I I I 
VATR78 > 10,09 A -75,47 -1 -98,94 -37,93 I I I I 
VATR82 > 27,86 A -78,78 -1 -99,75 -83,18 I I I I 
VATR83 > 8,26 I -81,08 -1 -99,66 -80,38 I I I I 
VATR84 > 19,26 A -77,02 -1 -99,61 -54,64 I I I I 
VATR85 > 66,32 A -72,95 -1 -99,50 -50,87 I I I I 
VATR86  I -80,94 -1 -99,68 -76,86 I I I I 
VATR87 > 120,19 A -74,28 -1 -99,80 -71,79 I I I I 
VATR88  I -70,62 -1 -99,47 -73,56 I I I I 
VATR89 58,35 A -78,33 -1 -99,65 -78,05 I I I I 
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Tabla 65. Continuación. 
III 
VATR90  I -72,32 -1 -63,81 -20,94 I I I I 
VATR91  I -72,76 -1 -83,88 -27,80 I I I I 
VATR92 45,91 A -43,85 -1 -99,48 -79,03 I I I I 
VATR93 18,10 A -68,72 -1 -99,08 -87,89 I I I I 
VATR94 2,49 I -87,50 -1 -99,83 -85,21 I I I I 
VATR95 1,97 I 0,99 -1 -99,51 -61,97 A I I I 
VATR98 8,69 I -62,77 -1 -99,71 -76,60 I I I I 
VATR103 1,51 I -96,50 -1 -99,23 -69,99 I I I I 
VATR126 > 3,94 I -72,20 -1 -99,27 -66,71 I I I I 
VATR127 > 152,38 A -74,77 -1 -99,73 -77,78 I I I I 
VATR128  I -62,55 -1 -99,33 -79,30 I I I I 
VATR129  I -78,86 -1 -99,77 -81,14 I I I I 
VATR131 > 47,14 A -80,72 -1 -99,80 -74,05 I I I I 
VATR136 > 39,02 A -76,73 -1 -99,79 -77,21 I I I I 
VATR137  I -87,94 -1 -99,42 -68,71 I I I I 
VATR138 25,94 A -71,32 -1 -99,65 -71,65 I I I I 
VATR141 > 21,95 A -80,09 -1 -99,73 -88,94 I I I I 
VATR143  I -80,49 -1 -99,74 -88,02 I I I I 
VATR144 < 0,57 I -39,22 -1 -98,96 -66,16 I I I I 
VATR145 > 8,90 I -87,99 -1 -99,90 -95,35 I I I I 
VATR147 > 1,77 I -83,50 -1 -99,53 -77,34 I I I I 
IV 
VATR79 > 24,08 A -69,53 -1 -99,69 -60,57 I I I I 
VATR80 > 10,96 A -66,50 -1 -99,26 -43,01 I I I I 
VATR81 24,81 A -59,87 -1 -98,96 -35,41 I I I I 
VATR96 2,72 I 95,62 -1 -99,51 -26,37 A I I I 
VATR104 14,94 A -69,26 -1 -99,65 -64,44 I I I I 
VATR105 3,17 I -62,12 -1 -99,29 -63,34 I I I I 
VATR116 > 2,85 I -71,14 -1 -99,85 -63,21 I I I I 
VATR117  I -68,01 -1 -99,60 -56,00 I I I I 
VATR121 > 11,40 A -60,53 -1 -99,75 -78,46 I I I I 
VATR122  I -68,16 -1 -99,78 -53,19 I I I I 
VATR123  I -68,20 -1 -99,45 -42,28 I I I I 
VATR124 6,44 I -86,40 -1 -99,77 -81,16 I I I I 
VATR130 7,27 I -72,16 -1 -99,22 -50,80 I I I I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el correspondiente SMC (SMC2: voto mayoritario 21_22_29, 
SMC3: promedio 21_29_45). 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 De los 62 derivados únicamente 3 fueron clasificados como activos, siendo éstos 
sin embargo FP predichos por el modelo 21. El SMC2 equiparó los resultados del modelo 22 
(Tabla 56) y mejoró la predicción de los otros que lo integran (modelos 21 y 29), alcanzando 
una Q = 61,29% y una RFA = 0,00% por la ausencia de FP. Estos mismos resultados se 
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lograron con el modelo 45 y el SMC3. Sin embargo, ningún sistema superó la S del modelo 
29 (S = 25,00%) al no clasificar correctamente ninguno de los 5-nitroindazoles activos. 
 Derivados de tetrahidroquinolina 
En el CV de las tetrahidroquinolinas, el modelo 21 y el SMC2 obtuvieron una Q = 68,18%, 
mejorando el SMC2 únicamente el valor de RFA obtenido en el modelo individual (17,65% y 
11,76%, respectivamente) e igualando al modelo 22 (Tabla 66). Como ocurrió con el SMC1, 
el comportamiento del modelo 29 (Tabla 57) fue mejor que el del SMC2. La predicción de 
SMC3 (Tabla 66), fue idéntica a la del modelo 45 (Q = 72,73%, S = 20,00%, E = 88,24%, RFA = 
11,76% y Prec = 33,33%) y tampoco mejoró los resultados del modelo 29 (Tabla 57). 
Tabla 66. CV de los derivados de tetrahidroquinolina realizado por los modelos 21 y SMC2 y 45 y 
SMC3. IS y Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Serie Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 21
c 
SMC2 P% 45 SMC3 
In silico
d
 
21 SMC2 45 SMC3 
AR 
AR39 > 43,09 A -41,30 -1 -2,66 -12,91 I I I I 
AR40 > 71,11 A -67,50 -1 4,36 11,64 I I A A 
AR41 > 32 A -36,97 -1 -20,45 -32,35 I I I I 
AR42 > 2 I -56,97 -1 -50,08 -35,14 I I I I 
AR43  I 22,72 1 33,39 25,43 A A A A 
AR44  I -66,35 -1 -58,01 -47,32 I I I I 
AR45 > 3,45 I -90,31 -1 -59,52 -72,14 I I I I 
AR45F2  I -54,91 -1 -49,18 -35,43 I I I I 
AR46 > 1,19 I -59,20 -1 -50,79 -53,78 I I I I 
AR47  I -69,87 -1 -55,67 -59,28 I I I I 
AR89  I 4,55 -1 -2,10 -4,61 A I I I 
AR91 > 33,37 A 12,51 -1 -20,02 -18,87 A I I I 
AR92 3,69 I 56,33 1 34,45 20,87 A A A A 
DM 
DM1  I -87,46 -1 -80,54 -81,42 I I I I 
DM5 > 1,63 I -75,61 -1 -44,28 -61,73 I I I I 
DM6 0,93 I -74,51 -1 -67,83 -76,71 I I I I 
DM7 > 1,79 I -89,29 -1 -90,69 -90,78 I I I I 
DM8  I -89,10 -1 -79,27 -85,74 I I I I 
DM9 > 1,59 I -79,06 -1 -84,01 -86,46 I I I I 
DM12  I -88,08 -1 -91,61 -89,18 I I I I 
DM13  I -93,23 -1 -94,14 -93,48 I I I I 
DM15 > 58,45 A -77,92 -1 -85,53 -86,10 I I I I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el correspondiente SMC (SMC2: voto mayoritario 21_22_29, 
SMC3: promedio 21_29_45) 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
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 Derivados de cloroquina 
Los resultados del CV de los derivados de cloroquina a través de los modelos 21 y 45, así 
como por los SMC2 y SMC3 se recogen en la Tabla 67. 
Tabla 67. CV de los derivados de cloroquina realizado por los modelos 21 y SMC2 y 45 y SMC3. IS y 
Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Serie Comp. IS
a 
Obs.
b 
P% 21
c 
SMC2 P% 45 SMC3 
In silico
d
 
21 SMC2 45 SMC3 
Grupo 1 
1 3,71 I -40,72 -1 -48,12 -9,51 I I I I 
2 2,50 I -52,67 -1 -58,87 -36,39 I I I I 
3 39,33 A -28,39 -1 -5,55 -6,99 I I I I 
5 2,24 I -23,48 -1 -18,24 11,78 I I I A 
6 3,29 I -19,90 1 -15,53 18,09 I A I A 
7 63,52 A -51,91 1 -36,39 -20,91 I A I I 
8 > 5,19 I -37,78 1 -22,55 7,57 I A I A 
9  I -70,86 1 -56,85 -27,76 I A I I 
10 2,85 I -40,00 -1 -64,30 -8,41 I I I I 
11 1,59 I -15,65 1 2,35 24,98 I A A A 
12 > 14,06 A -3,79 1 17,36 35,48 I A A A 
13 < 6,74 I -56,40 1 -54,20 -17,10 I A I I 
14  I -42,46 1 -42,61 -1,18 I A I I 
15 > 3,67 I -37,69 1 -29,08 5,99 I A I I 
16 5,63 I -57,03 1 -53,95 -24,54 I A I I 
Grupo 2 
17  I -16,77 -1 -51,22 -15,35 I I I I 
18 1,36 I -19,14 -1 -54,29 -8,75 I I I I 
19 1,95 I -33,37 -1 -64,43 -31,63 I I I I 
20 2,14 I -33,10 -1 -64,30 -29,65 I I I I 
21 4,08 I -25,08 -1 29,00 -19,47 I I A I 
22  I -19,26 1 17,90 24,12 I A A A 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el correspondiente SMC (SMC2: voto mayoritario 21_22_29, 
SMC3: promedio 21_29_45). 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 De los tres derivados de cloroquina activos in vitro, el modelo 21 clasificó de 
manera correcta 0/3, el SMC2 1/3, el modelo 45 1/3 y el SMC3 1/3, todos ellos con S 
inferiores a la obtenida por el modelo 29 (S = 100%). De otra manera, todos mejoraron los 
valores de Q y RFA de dicho modelo (19,05% y 94,44%, respectivamente), presente en ambos 
SMC2 y SMC3. No obstante, en términos generales y de acuerdo con los parámetros 
estadísticos obtenidos, el modelo 45 fue el mejor para el CV de los compuestos derivados de 
cloroquina: Q = 76,19%, S = 33,33%, E = 83,33%, RFA = 16,67% y Prec = 25,00%. 
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 Derivados de tiadiazina 
Como se comentó anteriormente, ninguno de los 14 derivados que forman parte de la serie 
DIT fue activo in vitro y por tanto no fue posible determinar los valores de C y S. Como se 
muestra en la Tabla 68, tanto los modelos como los dos SMC clasificaron a todos los 
compuestos como inactivos, de modo que en todos ellos los parámetros Q y RFA tomaron 
valores del 100% y 0,00%, respectivamente. Un comportamiento semejante fue observado 
previamente en el CV de la serie DIT con el modelo 22 y el SMC1 (Tabla 59). 
Tabla 68. CV de los derivados de tiadiazina realizado por los modelos 21 y SMC2 y 45 y SMC3. IS y 
Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 21
c 
SMC2 P% 45 SMC3 
 In silico
d
 
21 SMC2 45 SMC3 
DIT1q < 0,37 I -77,60 -1 -99,44 -82,13 I I I I 
DIT5j < 0,10 I -78,82 -1 -97,64 -48,39 I I I I 
DIT6c > 2,06 I -75,54 -1 -99,65 -53,65 I I I I 
DIT7r < 0,34 I -55,02 -1 -98,89 -77,30 I I I I 
DIT8m < 0,30 I -86,61 -1 -99,07 -88,19 I I I I 
DIT12e < 0,64 I -36,11 -1 -92,30 -30,20 I I I I 
DIT12o  I -54,53 -1 -97,00 -21,52 I I I I 
DIT16l < 0,77 I -29,80 -1 -89,48 -61,70 I I I I 
DIT21d < 0,39 I -57,78 -1 -96,28 -62,10 I I I I 
DIT22r < 0,34 I -56,57 -1 -98,36 -72,52 I I I I 
DIT23m < 0,37 I -52,90 -1 -97,22 -74,48 I I I I 
DIT24c < 0,19 I -53,98 -1 -98,21 -67,69 I I I I 
DIT27s < 0,39 I -62,82 -1 -98,06 -82,58 I I I I 
DIT28d < 0,07 I -19,29 -1 -90,91 -50,61 I I I I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el correspondiente SMC (SMC2: voto mayoritario 21_22_29, 
SMC3: promedio 21_29_45). 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 Quelantes heterocíclicos 
De manera similar, ninguno de los quelantes fue activo in vitro, siendo el número de casos 
VP y FN obtenidos en el CV igual a 0 e imposible determinar los valores de C y S. Por este 
motivo y puesto que tanto el modelo 21 como el modelo 45 clasificaron a las 22 moléculas 
como inactivas, ambos obtuvieron nuevamente Q = 100% y RFA = 0,00%. El perfil de 
predicción de SMC2 y SMC3 fue idéntico (Q = 90,91% y RFA = 9,09%), difiriendo en una de 
las dos moléculas clasificadas como activas por cada uno (Tabla 69). En el CV de esta serie, 
ambos SMC potenciaron la predicción realizada por el modelo 29, el cual había mostrado 
previamente una elevada tasa de FP (Tabla 60). 
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Tabla 69. CV de los quelantes heterocíclicos realizado por los modelos 21 y SMC2 y 45 y SMC3. IS y 
Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 21
c 
SMC2 P% 45 SMC3 
 In silico
d
 
21 SMC2 45 SMC3 
1 > 3,51 I -20,18 -1 -0,56 26,07 I I I A 
4 0,77 I -53,17 1 -35,87 3,65 I A I A 
5 < 0,60 I -78,40 -1 -73,80 -18,88 I I I I 
6  I -67,57 -1 -55,05 -7,62 I I I I 
7 1,90 I -54,40 -1 -80,81 -25,67 I I I I 
10 < 0,27 I -95,41 -1 -99,78 -92,18 I I I I 
12 2,42 I -92,47 -1 -98,65 -97,04 I I I I 
13 4,53 I -94,76 -1 -99,85 -98,20 I I I I 
14 0,49 I -96,75 -1 -99,92 -98,89 I I I I 
15 1,35 I -90,54 -1 -99,43 -92,94 I I I I 
16 0,47 I -40,90 -1 -6,82 -24,31 I I I I 
17 0,72 I -36,02 -1 -88,02 -33,58 I I I I 
18 2,07 I -35,68 -1 -98,99 -11,95 I I I I 
19 0,37 I -58,90 -1 -88,14 -35,19 I I I I 
20 0,60 I -57,49 -1 -99,15 -32,66 I I I I 
21 1,17 I -3,63 -1 -95,72 -4,49 I I I I 
22 1,75 I -55,92 -1 -81,89 -24,65 I I I I 
24 1,35 I -80,25 -1 -99,96 -39,37 I I I I 
25  I -76,55 -1 -98,31 -62,57 I I I I 
27  I -39,66 -1 -65,51 -3,25 I I I I 
28 2,40 I -72,59 -1 -99,92 -25,47 I I I I 
29 0,56 I -78,17 1 -22,70 -1,04 I A I I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el correspondiente SMC (SMC2: voto mayoritario 21_22_29, 
SMC3: promedio 21_29_45). 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 Cromenoazoldionas 
Los resultados obtenidos en el CV de las cromenoazoldionas se recogen en la Tabla 70. En 
esta ocasión tampoco pudieron determinarse los parámetros C y S de acuerdo con la 
ausencia de actividad que estas moléculas presentaron in vitro.  
 El elevado número de casos FP en relación con el tamaño de la serie, hizo que salvo 
los modelos 10 y 21, todos adquirieran valores elevados de RFA llegándose a alcanzar el 
100% en el modelo 45, como ya ocurrió con el modelo 22 (Tabla 61). A pesar de que ambos 
SMC mejoraron la RFA de estos modelos, tanto el SMC2 como el SMC3 mostraron un 
considerable número de casos FP que derivó en valores de RFA del 28,57% para el SMC2 y 
del 42,86% para el SMC3. 
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Tabla 70. CV de las cromenoazoldionas realizado por los modelos 21 y SMC2 y 45 y SMC3. IS y 
Obs. hacen referencia a los resultados de actividad in vitro sobre epimastigotes. 
Compuesto IS
a 
Obs.
b 
P% 21
c 
SMC2 P% 45 SMC3 
In silico
d
 
21 SMC2 45 SMC3 
PM199 5,83 I -64,96 1 74,58 25,63 I A A A 
PM52  I -70,23 -1 67,15 -25,02 I I A I 
PM401 5,27 I -67,90 -1 92,17 -15,24 I I A I 
PM154 2,60 I -59,79 -1 93,26 4,00 I I A A 
PM357 > 4,37 I -73,81 1 96,26 26,61 I A A A 
PM402 > 3,11 I -71,42 -1 68,79 -25,18 I I A I 
PM203 7,03 I -69,22 -1 92,62 -15,44 I I A I 
a 
Índice de selectividad en epimastigotes. 
b
 Actividad in vitro: A (activo), I (inactivo). 
C
 Clasificación 
obtenida por cada modelo individual y el correspondiente SMC (SMC2: voto mayoritario 21_22_29, 
SMC3: promedio 21_29_45). 
d
 Actividad in silico: A (activo), I (inactivo). 
 Resultados estadísticos del CV realizado por los SMC2 y SMC3 
La Tabla 71 recoge los resultados estadísticos globales del CV de las 148 moléculas que 
constituyen los seis grupos expuestos anteriormente. De acuerdo con estos parámetros, la 
calidad del SMC2 mostró un perfil similar al obtenido por los modelos 21 y 22 y mejoró 
considerablemente los valores de E y RFA del modelo 29. El mismo efecto ejerció el SMC3 
sobre la calidad del modelo 29. No obstante, los resultados obtenidos con este SMC fueron 
equiparables a los de los modelos 21 y 45. 
Tabla 71. Parámetros estadísticos derivados de la clasificación obtenida por los modelos individuales 
21, 22, 29 y 45 así como por los SMC que integran (SMC2 y SMC3) en el CV de las 148 moléculas. 
Modelo C Q S E RFA Precisión 
21 -0,04 75,00 3,13 94,83 5,17 14,29 
22 -0,13 65,54 6,25 81,90 18,10 8,70 
29 -0,05 54,05 34,38 59,48 40,52 18,97 
45 -0,06 71,72 6,25 89,66 10,34 14,29 
SMC2 21_22_29 -0,09 69,59 6,25 87,07 12,93 11,76 
SMC3 21_29_45 -0,07 70,95 6,25 88,79 11,21 13,33 
C: coeficiente de correlación de Matthews. Q: exactitud. S: sensibilidad. E: especificidad. RFA: razón 
de falsa alarma. 
3.3.3. EXPLORACIÓN DEL DOMINIO DE APLICACIÓN  
Con el propósito de conocer las posibles causas de los resultados obtenidos en el CV, se 
exploraron diferentes aspectos relacionados con el dominio de aplicación (DAp) de los 
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sistemas clasificadores. Puesto que los resultados obtenidos con los SMC2 y SMC3 no 
supusieron una mejora con respecto a los del primer SMC, estos análisis se efectuaron 
únicamente para el SMC1. 
3.3.3.1. Dominio de aplicación 
Mediante el programa Ambit se llevó a cabo un estudio del DAp del SMC1 a partir de los DM 
que lo constituyen. Este análisis, confirmó que todos los compuestos se encontraban dentro 
del DAp de dicho sistema. 
3.3.3.2. Análisis de conglomerados 
A continuación se muestran los resultados obtenidos en el análisis de conglomerados de 
tipo k-medias realizado para evaluar la variedad estructural de las 527 moléculas que 
constituyen la SE y la representatividad en la misma de las 148 moléculas sometidas al CV. 
Tabla 72. Análisis de conglomerados efectuado para la SE de activas y las 148 moléculas del CV a 
partir de las variables que constituyen el SMC1. 
Cluster SE
a
 CV
b
 5-NI
c
 THQ
d
 CQ
e
 Tiadiazinas Quelantes Cromenoazoldionas 
1 44 3 0 0 3 0 0 0 
2 34 8 0 2 6 0 0 0 
3 26 28 5 20 2 1 0 0 
4 64 4 0 0 0 4 0 0 
5 44 0 0 0 0 0 0 0 
6 19 6 5 0 0 1 0 0 
7 6 48 47 0 0 1 0 0 
8 10 0 0 0 0 0 0 0 
9 51 0 0 0 0 0 0 0 
10 48 0 0 0 0 0 0 0 
11 14 6 0 0 1 5 0 0 
12 25 5 1 0 0 0 4 0 
13 43 9 0 0 9 0 0 0 
14 3 23 4 0 0 1 18 0 
15 7 7 0 0 0 0 0 7 
16 5 0 0 0 0 0 0 0 
17 34 0 0 0 0 0 0 0 
18 41 0 0 0 0 0 0 0 
19 8 1 0 0 0 1 0 0 
20 1 0 0 0 0 0 0 0 
Total 527 148 62 22 21 14 22 7 
a
 SE de activas.
 b 
Moléculas del CV. 
c 
5-Nitroindazoles. 
d 
Tetrahidroquinolinas. 
e 
Derivados de 
cloroquina.  
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 La Tabla 72 muestra una distribución bastante equilibrada de las 527 moléculas 
activas de la SE en 20 clusters, la cual contrasta de forma llamativa con la distribución que 
presentan las 148 moléculas del CV. De acuerdo con estos resultados, las moléculas 
evaluadas in silico quedaron agrupadas en 12 de estos clusters, destacando entre ellos los 
número 3, 7 y 14, en los que se concentraron el 66,89% de las mismas. Por el contrario, 
estos tres clusters supusieron únicamente el 6,64% de las moléculas que forman la SE de 
activas. Estos resultados apuntaron hacia una limitada representatividad de las moléculas 
evaluadas in silico en la SE de moléculas activas sobre la que fueron construidos los modelos 
de predicción QSAR/ADL. 
3.3.3.3. Análisis de componentes principales 
Como segundo ejercicio, se llevó a cabo un análisis de componentes principales (ACP) del 
SMC1 mediante el que se redujo la dimensionalidad del sistema de 21 variables a 3 factores 
o componentes principales (CP1, CP2 y CP3) que explicaron el 84,83% de la variabilidad del 
sistema. Las Fig. 118 y 119 muestran los score plots obtenidos de la representación  gráfica 
de CP1 frente a CP2 y CP3, respectivamente. Ambas gráficas fueron seleccionadas debido a 
que las proyecciones CP1CP2 y CP1CP3 mostraron un porcentaje similar de varianza 
acumulada para el SMC1 (68,11 y  66,21%, respectivamente). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  118. Análisis de 
componentes principales  
para el SMC1: score plot 
CP1CP2.
  El análisis CP1CP2 (Fig. 118) muestra un claro solapamiento del conjunto de 
activos e inactivos que constituyen la SE, así como una tendencia de los compuestos 
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sometidos al CV a agruparse en la región en la que distribuye la SE de inactivos. 
Estableciendo una relación de estos resultados con los obtenidos en el CV con el SMC1 
(apartado 3.3.2.1.), la predicción realizada por dicho sistema mostró una clara tendencia 
hacia la clasificación de los compuestos como inactivos, excepto para el grupo de derivados 
de cloroquina, los cuales fueron clasificados predominantemente como activos. Como se 
aprecia en la Fig. 118, los derivados de cloroquina fueron los únicos compuestos que 
formaron un cluster bien definido dentro del espacio ocupado por la SE de activos. 
 Los resultados del análisis CP1CP3 (Fig. 119) muestran de una forma más clara el 
solapamiento entre las SE de activos e inactivos, así como la mayor predisposición de las 
moléculas de síntesis a ocupar el espacio de inactivas. 
 
Fig.  119. Análisis de 
componentes principales  
para el SMC1: score plot 
CP1CP3.  
 Asimismo, ambos análisis mostraron determinados compuestos de la SE separados 
de la nube central, apuntando hacia un comportamiento distinto de los mismos con respecto 
al de la mayoría. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN 
 
 
 “Mucha gente pequeña,  
en lugares pequeños,  
haciendo cosas pequeñas,  
puede cambiar el mundo” 
- Eduardo Galeano - 
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4.  DISCUSIÓN 
4.1.  Cribado farmacológico de moléculas de síntesis 
La utilización de cepas transgénicas de Trypanosoma cruzi se ha convertido en una práctica 
habitual en el campo de la quimioterapia experimental (Bot et al., 2010; Canavaci et al., 
2010; Romanha et al., 2010; Andriani et al., 2011; Kessler et al., 2013; Villalta et al., 2013; 
Henriques et al., 2014; Lewis et al., 2014, 2015; Vieira et al., 2014; Miranda et al., 2015) 
facilitando la metodología en la identificación de potenciales agentes quimioterapéuticos 
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas (Rodríguez y Tarleton, 2012). Este hecho, 
junto con la posibilidad de reproducir in vitro el ciclo biológico completo del parásito, 
permite la realización de ensayos de actividad sobre sus dos formas replicativas: 
epimastigotes y amastigotes. Mientras que el primero supone un excelente modelo debido a 
su sencillo mantenimiento y relativa sensibilidad a los fármacos (Martínez-Díaz et al., 2000), 
el segundo es estrictamente necesario en el cribado farmacológico de potenciales 
antichagásicos, por ser la forma clínicamente relevante de T. cruzi. 
 El modelo de screening fenotípico aplicado permite identificar compuestos cuya 
actividad reside sobre múltiples proteínas o rutas bioquímicas del parásito, mediante la 
exposición del organismo completo a la acción de los mismos (Sykes y Averi, 2013). La 
existencia de una forma epimastigote-like como intermediaria en el ciclo intracelular de T. 
cruzi, bioquímica y morfológicamente similar a la forma epimastigote del vector (Faucher et 
al., 1995; Almeida-de-Faria et al., 1999; Tyler y Engman, 2001), justifica la realización de 
pruebas farmacológicas sobre la forma no infectiva del parásito. Sin embargo, la sensibilidad 
que habitualmente muestran las formas extracelulares (epimastigotes y tripomastigotes) a la 
acción de los fármacos, es en ocasiones superior a la de la forma intracelular. De esta 
manera, resulta imprescindible realizar un posterior ensayo de actividad sobre amastigotes 
intracelulares con el fin de descartar cualquier falso positivo encontrado en el cribado 
farmacológico primario (Martínez-Díaz et al., 2000; Muelas et al., 2001). 
4.1.1. ACTIVIDAD FRENTE A T. cruzi DE LA SERIE I DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL 
Debido a la variedad de propiedades biológicas y farmacológicas que presentan, los 
indazoles han despertado un gran interés en la investigación de nuevos fármacos. De esta 
manera, se han propuesto como una estructura idónea para el tratamiento experimental de 
enfermedades cardiovasculares o del cáncer, así como se han descrito sus propiedades 
antimicrobianas, entre otras (Gaikwad et al., 2015). Con respecto a las últimas, el potencial 
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que presentan estas moléculas y en concreto los nitroindazoles como punto de partida para 
el desarrollo de agentes antichagásicos, ha sido ampliamente estudiado en la última década 
(Arán et al., 2005; Montero-Torres et al., 2005; Gerpe et al., 2006; Boiani et al., 2009; 
Rodríguez et al., 2009a, b; Folch-Cano et al., 2010; Vega et al., 2012; Mura et al., 2013; 
Muro et al., 2014; Fonseca-Berzal et al., 2014b, 2015a, 2016). 
Continuando con los hallazgos de Montero-Torres et al. (2005), donde los derivados 
de 5-nitroindazol 3s y 4s (1-bencil-2-metil- y 2-bencil-1-metil-5-nitroindazolin-3-ona, 
respectivamente) (Fig.120) presentaron una interesante actividad tripanocida, se preparó una 
serie de análogos de ambos compuestos con diversos sustituyentes en las posiciones N-1 y 
N-2 del anillo de indazol (Vega et al., 2012). 
 
Fig. 120. Compuestos cabeza de serie: 1-bencil-2-metil- (3s) y 2-bencil-1-metil-5-nitroindazolin-3-ona 
(4s). Fuente: Montero-Torres et al. (2005).  
 De acuerdo con su estructura química, la serie I de derivados de 5-nitroindazol se 
subdividió en 5-nitroindazolinonas 1,2-disustituídas (serie IA, VATR116), así como en 5-
nitroindazoles 2,3- (serie IB, VATR1729, VATR34 y VATR35) o 1,3-disustituídos (serie IC, 
VATR3032). El derivado VATR33, análogo de 4s sin grupo NO2 en la posición 5 del anillo 
de indazol, también se incluyó en el estudio. 
 Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Es importante mencionar que en el cribado farmacológico de esta primera serie, las pruebas 
en epimastigotes no se realizaron siguiendo las especificaciones detalladas en el apartado 
2.1.8.6. de esta memoria, sino que se siguió el protocolo estandarizado por Vega et al. 
(2005). De acuerdo con el mismo, se distribuyeron 1 × 10
5
 epimastigotes/mL en 200 L, 
necesitándose 6 h de incubación con el sustrato CPRG para su revelado. 
 Con respecto a la actividad en epimastigotes de T. cruzi CL-B5 lacZ, generalmente 
ésta fue mayor para las 5-nitroindazolinonas (serie IA, Tabla 6) que para los respectivos 5-
nitroindazoles (series IB y IC, Tabla 7). Centrándonos en los compuestos más activos (serie 
IA), el bencilo resultó el mejor sustituyente en N-2 (VATR15). Esta actividad se vio afectada 
con la eliminación del grupo metileno del bencilo, como se aprecia en los 2-fenil derivados 
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VATR12, VATR13 y VATR14 en comparación con el compuesto 4s (Montero-Torres et al., 
2005), VATR1 y VATR2, respectivamente. Sin embargo, la introducción en N-2 de grupos de 
tipo 2-naftilmetilo (VATR68), fenetilo (VATR15) o metilo (VATR911 y VATR16) supuso 
una pérdida de actividad para estos compuestos. Es importante destacar para esta serie el 
efecto causado por la posición relativa de los sustituyentes introducidos en N-1 y N-2, siendo 
el 2-fenil-1-metil derivado (VATR12) mucho más activo que su isómero VATR16. Tal impacto 
ya se observó con las 5-nitroindazolinonas 3s y 4s, mostrando una mayor actividad el 2-
bencil-1-metil derivado 4s (Montero-Torres et al., 2005). 
 En el caso de la serie IC y en contraposición a lo ocurrido (Tabla 7), se presuponía 
un buen perfil de actividad tripanocida para los 5-nitroindazoles 1,3-disustituídos 
VATR3032 en base a los resultados previamente mostrados por diversos compuestos 
análogos (Arán et al., 2005; Rodríguez et al., 2009a). 
 Al igual que ocurre en los fármacos de referencia (Raether y Hänel, 2003; Wilkinson 
y Kelly, 2009), la presencia del grupo NO2 adquiere gran importancia en la formulación de 
estos derivados como potenciales agentes antichagásicos (Aguilera-Venegas et al., 2013), 
resultando inactivos aquellos que carecen del mismo, como VATR33. A pesar de que no se 
conoce cuál es el mecanismo de acción desencadenado por estas moléculas en T. cruzi, 
estudios previos realizados con varias 5-nitroindazolinonas (serie IA) y 5-nitroindazoles 
(serie IB), relativos a su reducción electroquímica y enzimática en presencia de fracciones 
microsomales (Folch-Cano et al., 2010), proponen una posible inducción de estrés oxidativo 
en el parásito en la que el NO2
  
jugaría un papel importante. De hecho, la producción de 
radicales libres en presencia del sistema microsomal de T. cruzi, fue menor para el 
compuesto 3s que para 4s (Folch-Cano et al., 2010). En el caso de los compuestos derivados 
del prototipo 4s, la producción de radicales libres fue mayor en presencia de la fracción 
microsomal de T. cruzi que de las fracciones microsomales de células de mamífero, siendo 
los niveles obtenidos con 3s en ambos sistemas prácticamente similares (Folch-Cano et al., 
2010). Estos resultados se correlacionan con la actividad biológica de ambos compuestos 
cabeza de serie (Montero-Torres et al., 2005) y la mayor selectividad que por lo general 
muestran las 5-nitroindazolinonas 1,2-disustituídas con grupos aromáticos en N-2. 
 Microscopía electrónica de barrido 
En los parásitos, las membranas plasmáticas presentan en muchas ocasiones alteraciones en 
su estructura ocasionadas como respuesta a la acción de los fármacos. Estos cambios 
morfológicos pueden estudiarse mediante microscopía electrónica de barrido (MEB).  
 Los miembros de la familia Trypanosomatidae presentan una superficie celular 
bastante firme, debido a la estabilidad que le proporcionan los microtúbulos subpeliculares 
dispuestos bajo la membrana plasmática. Ambos componentes se encuentran fuertemente 
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asociados a través de filamentos cortos, siendo tal asociación responsable de la rigidez 
celular y de la resistencia a la disrupción mecánica que presentan los tripanosomátidos (de 
Souza, 2002). Asimismo, es característica de esta familia la presencia de un flagelo 
emergente desde una región conocida con el nombre de bolsa flagelar. Esta invaginación, 
consistente en una depresión de la membrana plasmática y carente de microtúbulos 
subpeliculares, es la región donde se establece un contacto directo entre las membranas que 
revisten el cuerpo celular y el flagelo (de Souza, 2002). En el caso de los epimastigotes y 
amastigotes de T. cruzi, se distingue a este nivel el citostoma, involucrado en los procesos 
de endocitosis (de Souza, 2009). 
 Debido a que los epimastigotes son la forma extracelular empleada en nuestro 
laboratorio para la selección de agentes anti-T. cruzi y de acuerdo con los resultados 
obtenidos por VATR1 y VATR3, las primeras aproximaciones de MEB se realizaron sobre 
epimastigotes tras realizar el ensayo in vitro propuesto en el apartado 2.1.8.6. 
 Los epimastigotes tratados con la CI50 de los fármacos de referencia (Fig. 42CD) 
mostraron importantes deformaciones en su cuerpo celular, presentando una forma 
redondeada y gran retracción en la superficie del mismo, más pronunciada en el caso del 
tratamiento realizado con nifurtimox (NX).  En estos parásitos, se observó además un flagelo 
bastante alargado, adquiriendo apariencia rígida en los epimastigotes tratados con NX. 
Alteraciones similares fueron previamente observadas en aislados de T. cruzi tratados con la 
correspondiente CI50 del benznidazol (BZ) (D. Misael, comunicación personal). Igualmente, 
diversos agentes tripanocidas provocan este tipo de retracciones en la superficie celular de 
los epimastigotes (Campos et al., 2010; Fernandes et al., 2012; Veiga-Santos et al., 2013), 
las cuales podrían ser indicadores de una pérdida de citoplasma o una desorganización en 
su citoesqueleto (Vannier-Santos y de Castro, 2009). 
 Este tipo de alteraciones no se observaron en los epimastigotes tratados con la CI50 
de VATR1 y VATR3 (Fig. 42EH). Sin embargo, fue común la aparición de poros de pequeño 
tamaño en su membrana plasmática. De acuerdo con Vannier-Santos y de Castro (2009), la 
ocurrencia de discontinuidades en la superficie celular del parásito podría ser ocasionada 
como consecuencia de un estrés oxidativo inducido por los compuestos. 
 La membrana plasmática de los epimastigotes tratados con VATR1 y VATR3  
también presentó numerosas protuberancias (blebs), tanto a nivel del cuerpo celular como 
del flagelo (Fig. 42EH). Se ha demostrado que varios estímulos provocan la activación de la 
DAPK (death-associated protein kinase), molécula que interviene en la formación de estas 
estructuras y que se encuentra involucrada en diferentes tipos de muerte celular, como la 
autofagia o la apoptosis (Bovellan et al., 2010). Diversos compuestos, naturales y de síntesis, 
desencadenan la formación de estos blebs en la membrana plasmática de los epimastigotes 
de T. cruzi (Braga et al., 2004; Menna-Barreto et al., 2009a; Campos et al., 2010; Veiga-
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Santos et al., 2013), pudiendo incluso evolucionar hasta su total desprendimiento (Braga et 
al., 2004; Menna-Barreto et al., 2009a). Así, la aparición de blebs de pequeño tamaño y 
desprovistos de citoplasma son sugestivos de procesos de autofagia (Vannier-Santos y de 
Castro, 2009). En el caso de blebs de mayor tamaño, con contenido citoplasmático y 
semejantes a cuerpos apoptóticos (Vannier-Santos y de Castro, 2009), cabría contemplar la 
inducción de mecanismos de apoptosis. 
 Ninguno de estos daños se observó en los parásitos sin tratar (Fig. 42AB). En los 
controles, los epimastigotes preservaron su morfología típica, apreciándose claramente su 
cuerpo celular alargado y el flagelo emergiendo lateralmente hacia la mitad del mismo. 
 Actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares 
En base a los resultados obtenidos en el cribado primario, se seleccionaron 12 de estos 
derivados para una posterior evaluación de su actividad frente a amastigotes de T. cruzi. En 
este contexto resulta importante mencionar que no se han encontrado en la literatura datos 
de actividad en amastigotes para otros derivados de 5-nitroindazol previos a la publicación 
de estos resultados en Fonseca-Berzal et al. (2014b) y al trabajo de Muro et al. (2014). 
 En términos generales, los resultados en amastigotes (Tabla 8) se correlacionaron 
con los obtenidos en epimastigotes (Tablas 6 y 7), destacando las 5-nitroindazolinonas 
frente a los 3-alcoxi-5-nitroindazoles. Nuevamente, los derivados con grupos bencilo en N-2 
mostraron el mejor perfil de actividad tripanocida (VATR1, VATR2 y VATR3), cayendo 
considerablemente con la introducción del radical fenilo en dicha posición (VATR34 y 
VATR35). En este contexto es importante destacar los resultados obtenidos con VATR1, 
VATR2 y VATR3, los cuales suprimieron por completo la proliferación intracelular de T. 
cruzi a la concentración de 8 M, siendo sus CI50 similares a las del NX y el BZ (Tabla 9).  
 Con excepción de VATR4, VATR7 y VATR14, estos compuestos mostraron una 
interesante inhibición en la proliferación de amastigotes. La actividad de estos tres derivados 
no pudo determinarse a este nivel debido a su toxicidad sobre la célula hospedadora, no 
detectada previamente en el ensayo de citotoxicidad. El mayor tiempo de exposición a los 
compuestos requerido en el ensayo de actividad (7 días versus 24 h) o la diferente 
naturaleza de las líneas celulares empleadas en ambos ensayos (fibroblastos L929 versus 
macrófagos J774), podrían ser la causa de tales diferencias (Rolón et al., 2006b). Este hecho 
confirma la importancia de utilizar el mismo tipo de células en todas las etapas del cribado 
farmacológico (Muelas et al., 2001, 2002; Muelas-Serrano et al., 2002; da Silva et al., 2007; 
Soeiro et al., 2013; de Araújo et al., 2014). Por otra parte, la capacidad que presenta T. cruzi 
para invadir gran variedad de células, tanto fagocíticas como no fagocíticas, ha permitido el 
uso de diferentes células de mamífero como hospedadoras, siendo los macrófagos J774 una 
de las líneas celulares tradicionalmente empleada para las infecciones in vitro (Martínez-Díaz 
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et al., 2001; Chen et al., 2010). Sin embargo, a pesar de la gran susceptibilidad que los 
macrófagos muestran a la infección por T. cruzi, el proceso de fagocitosis podría verse 
afectado como consecuencia de la tripsinización, así como una activación de los mismos 
inhibiría considerablemente la replicación intracelular del parásito (McCabe et al., 1984). 
Basándonos en estas premisas, para los experimentos posteriores y salvo excepciones 
justificadas, se seleccionó la línea de fibroblastos L929 como la utilizada de rutina en los 
ensayos de actividad frente a amastigotes, así como en las pruebas de citotoxicidad 
inespecífica. 
 Actividad in vivo  
En vista de la excelente actividad in vitro de VATR1 y VATR3, se evaluó su eficacia como 
tratamiento experimental en un modelo murino de Chagas agudo (Romanha et al., 2010), 
obteniéndose resultados prometedores tras la administración de 100 mg/kg/día durante 5 
días consecutivos. Pese a que ninguno mejoró la resultados obtenidos con el BZ, ambos 
derivados redujeron la parasitemia en un 52% (VATR1) y un 77% (VATR3) una vez concluido 
el tratamiento (Fig. 45), superando todos los ratones la fase aguda de la infección (Fig. 46). 
 Ensayos complementarios de actividad farmacológica in vitro 
Un punto importante a considerar en la investigación de candidatos para el tratamiento de la 
enfermedad de Chagas, reside en la selección de diversas cepas de T. cruzi para la 
realización de los ensayos de actividad (Zingales et al., 2014). La diferente actividad que el 
BZ y el NX muestran frente a las numerosas cepas del parásito, es uno de los aspectos sobre 
los que recaen las limitaciones del tratamiento actual (Urbina, 2015). A pesar de que no se 
ha demostrado una evidente correlación entre la variabilidad genética de T. cruzi y su 
presumible respuesta a los fármacos (Moraes et al., 2014), las pruebas de actividad 
farmacológica deben orientarse hacia parásitos de los DTU frecuentemente asociados a la 
enfermedad en humanos: DTU TcI, TcII, TcV y TcVI (Zingales et al., 2014). 
 De acuerdo con los resultados obtenidos sobre la cepa CL Brener (DTU TcVI) y 
conforme a la actividad mostrada por varios derivados de 5-nitroindazol en diferentes cepas 
de T. cruzi  (Aguilera-Venegas et al., 2013), se exploró la actividad de VATR1 y VATR3 sobre 
las cepas Tulahuen (DTU TcVI) e Y (DTU TcII). 
Citotoxicidad en cultivos primarios de células cardíacas y en células L929 
A pesar de que ambos compuestos no fueron tóxicos para macrófagos J774 tras 24 h de 
tratamiento (Tabla 9), resulta importante corroborar la ausencia de citotoxicidad sobre 
aquellas células que actuarán como hospedadoras. Aunque en el ciclo biológico de T. cruzi 
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los macrófagos inmediatamente establecen contacto con el parásito, tanto las células 
cardíacas (CC) como los fibroblastos se prefieren como modelo experimental debido a que 
son células más estrictamente involucradas en la patología de la enfermedad (Teixeira et al., 
2006a). Asimismo, la importancia que el tejido cardíaco adquiere en la infección y en los 
procesos inflamatorios de la enfermedad, apoya la utilización de CC en este tipo de ensayos, 
con el fin de excluir compuestos con características cardiotóxicas (da Silva et al., 2007). 
 Ninguno de los dos derivados fue tóxico para CC, pero concentraciones elevadas de 
ambos indujeron una pérdida de viabilidad en fibroblastos L929, habiéndose observado un 
comportamiento similar con el BZ (Tabla 10). Estas diferencias en la sensibilidad a los 
compuestos podrían deberse a la distinta naturaleza de las células empleadas (cultivos 
primarios y línea celular continua, respectivamente) (Duran-Rehbein et al., 2014) o a los 
diferentes ensayos de citotoxicidad aplicados (Prestoblue
 
versus resazurina). 
Actividad in vitro frente a las cepas Tulahuen lacZ e Y 
La variación en el contenido de glutatión (GSH) entre las cepas de T. cruzi, ya sea libre o 
conjugado como tripanotión [T(SH)2], se ha propuesto como explicación a su diferente 
respuesta al tratamiento con BZ y NX (Repetto et al., 1996) debido a la intervención que 
estos tioles reducidos tienen en los mecanismos de detoxificación de radicales libres en el 
parásito  (Irigoín et al., 2008). Sin embargo, se ha demostrado que tales diferencias no son 
relevantes entre epimastigotes de las cepas Tulahuen, CL e Y (Moncada et al., 1989), 
presumiéndose una respuesta similar ante el tratamiento con estos compuestos. En esta 
línea, la ausencia de una aparente asociación entre la susceptibilidad que muestran los 
epimastigotes a los fármacos de referencia y su pertenencia a un determinado DTU, ha sido 
previamente publicada (Boiani et al., 2006; Moreno et al., 2010; Zingales et al., 2014). 
 Recientemente, se han detectado diferencias significativas (P < 0,05) en la actividad 
de los derivados VATR1 y VATR3 frente a epimastigotes de las cepas CL Brener e Y: VATR1 
CI50 = 0,93 M (CL-B5) y 3,55 µM (Y), VATR3 CI50 = 1,17 M (CL-B5) y 7,92 µM (Y) (Fonseca-
Berzal et al., 2015a). De hecho, la cepa Y se encuentra clasificada como “cepa de resistencia 
moderada a los nitroderivados” (Romanha et al., 2010), al contrario que la cepa CL Brener 
(Le-Senne et al., 2002). Sin embargo, tales diferencias no existieron al comparar el perfil de 
actividad del BZ, cuyos valores de CI50 fueron próximos a 30 µM para ambas cepas (Fonseca-
Berzal et al., 2015a). 
 Por el contrario, los dos derivados presentaron un comportamiento similar en las 
pruebas de actividad sobre amastigotes de las cepas CL Brener, Tulahuen e Y (Tablas 9 y 11). 
De acuerdo con los criterios propuestos por DNDi (Don e Ioset, 2014), compuestos que 
alcanzan valores de CI50 inferiores a 10 M en sus ensayos de actividad frente a amastigotes 
de los DTU TcII y TcVI, son identificados como potenciales hits para la quimioterapia de la 
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enfermedad de Chagas. Los derivados VATR1 y VATR3 cumplieron este requisito, tanto para 
cepas del DTU TcII (Y), como del DTU TcVI (CL Brener y Tulahuen). Ambos resultaron además 
10 veces más activos sobre la cepa Y que tóxicos para CC (Don e Ioset, 2014). 
 Estas dos 5-nitroindazolinonas mostraron además una interesante actividad in vitro 
frente a Trypanosoma brucei (Arán et al., 2012), sugiriéndose una acción específica de estos 
nitroheterociclos para tripanosomátidos causantes de infección en humanos. No obstante, 
su actividad sobre tripomastigotes sanguíneos (TS) de T. brucei (Arán et al., 2012) y T. cruzi 
(Tabla 11) fue muy inferior a la obtenida frente a las formas replicativas de T. cruzi. Debido a 
que periodos prolongados de incubación en ausencia de componentes sanguíneos afectan 
considerablemente a la integridad y viabilidad de los TS de T. cruzi, el tiempo máximo de 
tratamiento establecido para las pruebas in vitro fue de 24 h, siendo éste inferior al 
requerido por las pruebas de actividad sobre epimastigotes (72 h para la cepa CL-B5) o 
amastigotes intracelulares (2, 4 o 7 días dependiendo de la cepa utilizada). De esta manera, 
es posible que 24 h de tratamiento no sea tiempo suficiente para que VATR1 y VATR3 
provoquen la muerte del parásito. Otra hipótesis plantea que ambos derivados estén 
actuando de forma diferente sobre distintas dianas celulares en las formas proliferativas 
(epimastigotes y amastigotes) y no proliferativas (TS) de T. cruzi. De otra manera, trabajos 
previos realizados con diversas series de derivados de 5-nitroindazol señalan una importante 
actividad de estos compuestos frente a tripomastigotes (Boiani et al., 2009; Rodríguez et al., 
2009b) o un perfil similar sobre las tres formas de T. cruzi (Muro et al., 2014). Diferencias 
relativas a la estructura de los compuestos (5-nitroindazoles 1,3-disustituidos versus 5-
nitroindazolinonas 1,2-disustituidas), cepa del parásito o condiciones de los ensayos podrían 
explicar este diferente comportamiento. No obstante, los resultados in vitro (Tabla 11) se 
correlacionaron con los resultados obtenidos en el ensayo in vivo (Fig. 45), siendo en ambos 
modelos VATR3 el derivado más activo frente a TS. 
 Con respecto al perfil mostrado por el BZ en la cepa Y, éste podría una vez más 
estar relacionado con la variación en la concentración de tioles existente entre las formas de 
T. cruzi pertenecientes a una misma cepa (Maya et al., 1997). De esta manera, cuanto mayor 
es el contenido de tioles reducidos (epimastigotes > tripomastigotes > amastigotes), menos 
susceptibilidad presenta el parásito a dicho fármaco de referencia (CI50 epimastigotes > 
tripomastigotes > amastigotes).  
 Microscopía electrónica de transmisión 
El estudio de los daños ultraestructurales desencadenados en el parásito por los diferentes 
tratamientos a través de microscopía electrónica de transmisión (MET), es un método muy 
utilizado en el campo de la quimioterapia experimental. En función del compartimento 
afectado, diferentes enzimas o rutas metabólicas pueden estar implicadas como dianas 
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farmacológicas. El grado de afectación de los mismos contribuye a la elucidación del 
mecanismo de acción de los fármacos estudiados (Vannier-Santos y de Castro, 2009).  
 El tratamiento con VATR1 y VATR3 realizado in vitro sobre TS de T. cruzi, originó 
principalmente una intensa vacuolización en el parásito, la dilatación del retículo 
endoplasmático y la aparición de cuerpos multivesiculares. Nuestro estudio también reveló 
perfiles de retículo endoplasmático rodeando diversos orgánulos citoplasmáticos, como el 
núcleo y la mitocondria (Fig. 48 y 49). Este tipo de alteraciones son indicativas de procesos 
de autofagia, muerte celular programada de tipo II (Vannier-Santos y de Castro, 2009). 
 Los procesos de muerte celular programada (PCD)  apoptosis (PCD de tipo I), 
autofagia (PCD de tipo II) y necrosis (PCD de tipo III)  están perfectamente caracterizados en 
los eucariotas superiores y son cruciales en la homeostasis de los mismos. Concretamente, 
la autofagia interviene en el mantenimiento del balance metabólico a través del reciclado de 
componentes citoplasmáticos, conduciendo su desregulación a la muerte celular (Menna-
Barreto et al., 2009b). La autofagia ha sido descrita en varios protozoos parásitos, entre 
ellos los pertenecientes al orden Kinetoplastida, interviniendo a lo largo de su ciclos 
biológicos (Brennand et al., 2011), pero también como consecuencia de la acción de 
fármacos (Menna-Barreto et al., 2009b). En T. cruzi, la autofagia se ha propuesto como 
mecanismo de acción para diversos compuestos naturales (Luize et al., 2006; da Silva et al., 
2013; Veiga-Santos et al., 2013) o de síntesis. Centrándonos en estos últimos y en su acción 
sobre TS, las naftofuranquinonas (Fernandes et al., 2012) y los imidazoles (da Silva et al., 
2014) son algunos de los prototipos que desencadenan tal acción. 
 Respirometría 
Debido a su singularidad, la mitocondria de los tripanosomátidos supone una de las dianas 
más recurridas en el diseño de fármacos antiparasitarios. Las alteraciones producidas en 
este orgánulo varían con el tiempo de tratamiento y los compuestos empleados. Sin 
embargo, es importante considerar que los daños producidos a nivel de la mitocondria 
pueden surgir bien como un efecto directo del fármaco sobre la misma, bien como una 
alteración secundaria consecuencia de una pérdida de viabilidad celular por interferencia del 
fármaco con otros componentes celulares o rutas metabólicas (Menna-Barreto y de Castro, 
2014). En este contexto, los xenobióticos pueden interaccionar con la cadena de transporte 
electrónico mitocondrial incrementando la formación de anión-radicales superóxido (O2
●
)
 
a 
través de dos mecanismos distintos. Algunos compuestos estimulan el estrés oxidativo 
produciendo un bloqueo en el transporte de electrones y en consecuencia, aumentan el nivel 
de reducción de los transportadores localizados en el lugar de inhibición (inhibidores redox). 
Otros compuestos susceptibles de ciclaje redox, aceptan un electrón de un transportador y 
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lo transfieren al O2, estimulando de esta manera la formación de O2
● 
sin inhibición de la 
cadena respiratoria (Turrens, 2003). 
 Es bien sabido que en la mayoría de los eucariotas la cadena de transporte 
electrónico está constituida por cuatro complejos enzimáticos que se encuentran integrados 
en la membrana interna de la mitocondria: NADH-ubiquinona oxidorreductasa (complejo I), 
succinato-ubiquinona oxidorreductasa (complejo II), ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa 
(complejo III) y citocromo oxidasa (complejo IV), participando la ubiquinona y el citocromo c 
en el transporte de electrones (Fig. 121). Los complejos I, III y IV actúan como bombas de 
protones, generándose un gradiente electroquímico que conduce a la síntesis de ATP a 
través de la ATP sintasa mitocondrial o complejo V (Menna-Barreto y de Castro, 2014). 
 T. cruzi posee una cadena de transporte electrónico con gran funcionalidad de los 
complejos IIV, pero a diferencia de otros eucariotas, el complejo I tiene una funcionalidad 
limitada (Paes et al., 2011). Concretamente, los tripomastigotes presentan gran actividad a 
nivel de los complejos IIIII, siendo baja para el complejo IV. Este hecho se correlaciona con 
la mayor producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) por parte de las formas 
sanguíneas en comparación con la detectada en epimastigotes (Gonçalves et al., 2011). 
 
Fig. 121. Representación esquemática de la cadena de transporte electrónico en T. cruzi. EIM: 
espacio intermembrana, MMI: membrana mitocondrial interna. En rojo: inhibidores de la respiración 
mitocondrial. Fuente: adaptación de la figura propuesta por Paes et al. (2011). 
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 Volviendo a la quimioterapia, compuestos como las quinonas o el NX, capaces de 
reaccionar con O2, parecen actuar induciendo estrés oxidativo en T. cruzi (Pinto y de Castro, 
2009, Wilkinson y Kelly, 2009). Estos compuestos susceptibles de ciclaje redox provocan un 
aumento de ROS en el parásito, que junto con las limitadas defensas antioxidantes de T. 
cruzi conduce a una muerte selectiva del parásito (Turrens, 2004). A propósito de las 5-
nitroindazolinonas, el potencial que muestran los derivados de 2-bencil-5-nitroindazol para 
inducir de manera selectiva estrés oxidativo en el parásito, ha sido previamente introducido 
en este apartado. Estudios realizados mediante voltametría cíclica y de resonancia de espín 
electrónico (Folch-Cano et al., 2010) han mostrado la generación de anión-radicales nitro (R-
NO2
●
) a partir de estas moléculas y su posterior reoxidación a la estructura original en 
presencia de agentes oxidantes, favorecida por la deslocalización electrónica que tiene lugar 
en el anillo de 5-nitroindazol (ciclo redox). 
 Un comportamiento similar se ha propuesto como uno de los mecanismos de acción 
del NX (Fig. 13). En una reacción catalizada por enzimas nitro-reductasas de tipo II (NTR-II), 
el NX experimenta una reducción captando 1 electrón y generando el correspondiente R-
NO2
●
. En presencia de O2, el R-NO2
●
 recupera su estructura original de nitrofurano, 
promoviendo al mismo tiempo la producción de O2
● 
 en el parásito (Wilkinson y Kelly, 2009). 
 En el presente trabajo, se exploró una posible afectación de la mitocondria de T. 
cruzi  inducida por el tratamiento con VATR1 y VATR3. La capacidad de estos compuestos 
para actuar como inhibidores redox o sufrir ciclaje redox fue analizada frente a TS mediante 
monitorización del consumo de O2. Tratándose de los primeros, éstos provocarían una 
reducción en el consumo de O2, mientras que los segundos conducirían a un aumento del 
mismo insensible a KCN (Boiani et al., 2010) o a antimicina A, ambos inhibidores de la 
respiración mitocondrial a nivel de los complejos IV y III, respectivamente (Fig. 121). 
 De acuerdo con los resultados obtenidos, VATR1 redujo el consumo de oxígeno ca. 
20%, mientras que VATR3 lo hizo en torno al 32% (Fig. 50). Estos hechos se correlacionan 
con los daños ultraestructurales observados mediante MET, donde se apreció cierta pérdida 
de integridad en la mitocondria de ciertos TS tratados con VATR3 (Fig. 49). 
 A pesar del potencial redox que presentan los derivados de 5-nitroindazol, VATR1 y 
VATR3 no estarían captando electrones del O2 
 
a las concentraciones ensayadas. De ser así, 
esta reacción conduciría a un aumento en el consumo de O2 insensible a la adición de 
antimicina A (Fig. 50), similar al que produce el NX en presencia de KCN (Maya et al., 2003). 
La menor capacidad que muestran estos nitroderivados para ser reducidos en comparación 
con la del fármaco de referencia mencionado (Folch-Cano et al., 2010) o el requerimiento de 
mayores concentraciones de compuesto para reaccionar con O2 (Boiani et al., 2010) podrían 
ser la causa de las diferencias registradas entre el comportamiento de estos 5-nitroindazoles 
y del NX. De esta manera, es más probable que los derivados VATR1 y VATR3 estén 
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inhibiendo la respiración mitocondrial en T. cruzi  como consecuencia de su interacción con 
la cadena de transporte electrónico, habiéndose observado un comportamiento similar en 
otros 5-nitroindazoles (Rodríguez et al., 2009a). No obstante, es conveniente realizar 
ensayos complementarios dirigidos a medir la actividad NADH-citocromo c oxidorreductasa 
(complejos IIII) o citocromo c oxidasa (complejo IV) con el fin de conocer a qué nivel 
específico de la cadena de transporte electrónico actúan (Menna-Barreto et al., 2009c). 
 En base a la inestabilidad que presenta el R-NO
2
●
 en ciertas moléculas y su rápida 
dismutación a especies nitroso (R-NO), se ha propuesto que el megazol y otros 5-
nitroimidazoles, cicladores redox de carácter débil e inhibidores de la respiración en T. 
cruzi, actúan por interacción con las reservas de T(SH)2 y GSH en el parásito (Maya et al., 
2003). El perfil mostrado por VATR1 y VATR3 en el estudio de respirometría junto con su 
reactividad hacia los tioles (Folch-Cano et al., 2010), muestra cierta similitud entre el 
comportamiento de dichos 5-nitroimidazoles y los derivados de 5-nitroindazol. Sin embargo, 
la mayor estabilidad del R-NO
2
● 
en nuestras moléculas (Folch-Cano et al., 2010) en 
comparación con la que presenta en los 5-nitroimidazoles (Maya et al., 2003) sugiere 
distintos mecanismos de interacción con los tioles. Mientras que el megazol y sus derivados 
actuarían a través de la formación de metabolitos electrófilos (Maya et al., 2003), los 
derivados de 5-nitroindazol lo harían en una reacción mediada por R-NO
2
●
 actuando el GSH 
como agente oxidante (Folch-Cano et al., 2010). Llegados a este punto resulta 
imprescindible recordar la importacia del GSH como precursor en la biosíntesis del T(SH)2 y 
por tanto, en los mecanismos antioxidantes de defensa de T. cruzi (Irigoín et al., 2008). 
 En condiciones fisiológicas, la respiración mitocondrial genera ROS, tales como H2O2 
y O2
●
. Sin embargo, cualquier alteración en este proceso metabólico como su inhibición, 
aumenta las concentraciones basales de ROS (Turrens, 2003). Además de ser la fuente 
principal de ROS, la mitocondria es especialmente susceptible a su acción y en consecuencia, 
una mitocondria disfuncional presenta la capacidad de hidrolizar ATP y acelerar la 
producción de ROS. La eliminación de este orgánulo es por tanto esencial en la protección de 
la célula y fundamentalmente ocurre mediante un proceso selectivo de autofagia conocido 
como mitofagia (Kim et al., 2007). De acuerdo con los resultados obtenidos de manera 
conjunta en las pruebas de MET y respirometría, T. cruzi podría estar experimentando un 
proceso de mitofagia en respuesta al daño mitocondrial inducido por los 5-nitroindazoles, 
cuya desregulación conduce a procesos de muerte celular (Kim et al., 2007).  
 Citometría de flujo 
Finalmente, debido a los hallazgos en las pruebas de MET y respirometría donde se aprecian 
cambios morfológicos y funcionales a nivel de la mitocondria como consecuencia del 
tratamiento de TS con VATR1 y VATR3, se estudiaron posibles alteraciones en el potencial 
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de membrana mitocondrial (PMM) del parásito. Para ello se utilizó el marcador fluorescente 
TMRE debido a que los derivados de rodamina se acumulan en la mitocondria activa, 
permitiendo de esta manera detectar una despolarización de la misma (Menna-Barreto et al. 
2009c; Fernandes et al., 2012). 
 El PMM es el gradiente electroquímico de protones generado transmembrana a 
partir de los complejos I, III y IV de la cadena de transporte electrónico durante la 
fosforilación oxidativa. Este gradiente de protones es a su vez responsable de la síntesis de 
ATP por la ATP sintasa, por lo que resulta crítico en el mantenimiento de una mitocondria 
funcional y su medida refleja alteraciones producidas a nivel de este orgánulo y el estado 
energético general de la célula (Abdel-Razaq et al., 2011; Menna-Barreto y de Castro, 2014). 
 Consistente con los resultados de las pruebas de MET y respirometría, el análisis 
realizado mediante citometría de flujo señaló una pérdida del PMM derivada del tratamiento 
con VATR1 y VATR3, afectando respectivamente a ca. 100 y 75% de la población (Tabla 12 y 
Fig. 51). Asimismo, cabe mencionar los valores registrados en los TS sin tratar, los cuales 
corresponden al porcentaje de parásitos que muestran despolarización de la membrana 
mitocondrial con anterioridad a la incubación con los compuestos (da Silva et al., 2008). Los 
resultados obtenidos en presencia del marcador TMRE sugieren una interferencia de los 
derivados VATR1 y VATR3 con el gradiente de potencial electroquímico de la membrana 
mitocondrial de T. cruzi (da Silva et al., 2008). 
4.1.2. ACTIVIDAD FRENTE A T. cruzi DE LA SERIE II DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL 
La serie II de derivados de 5-nitroindazol se diseñó en base a la actividad mostrada por las 2-
bencil-5-nitroindazolinas de la serie I con grupos propilo e isopropilo en N-1 (VATR1 y 
VATR2, respectivamente). La constituyen derivados de 2-bencil-5-nitroindazol soportando en 
la posición orto del bencilo electroatractores, tales como halógenos (F o Br) o el grupo ciano 
(CN), o electrodonadores como el grupo metilo (CH3). En el derivado VATR114 el grupo 
bencilo fue reemplazado por un grupo -deficiente como el 2-picolilo, con objeto de 
estudiar su comportamiento biológico. El indazol VATR115 y la quinazolinona VATR118, 
obtenidos como subproductos en la preparación de VATR114, también fueron ensayados. 
 Actividad in vitro sobre epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
De acuerdo con los resultados obtenidos en el screening primario (Tabla 13), los derivados 
más activos fueron aquellos con sustituyente F en la posición C-2 del anillo de benceno, 
siendo también éstos los más selectivos de la serie II. En comparación con sus homólogos no 
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halogenados, el derivado VATR106 equiparó la actividad de VATR1 (CI50 = 1 y 0,93 M, 
respectivamente) mientras que VATR110 mejoró ligeramente la mostrada por VATR2 (CI50 = 
1,76 y 2,39 M, respectivamente). Con relación a su citotoxicidad inespecífica, ésta no se vio 
afectada con la inserción del átomo de F (CL50 > 256 M en los respectivos ensayos). 
 La introducción de halógenos en las moléculas es una técnica muy utilizada en la 
investigación en Química Médica, estando los compuestos fluorados a la cabeza de los 
prototipos halogenados. La mayor electronegatividad del átomo de F, junto con su menor 
radio atómico y su baja polarizabilidad, permite modificar las propiedades fisicoquímicas de 
las moléculas, lo que en muchos casos conduce a la optimización de sus propiedades 
farmacológicas (Hernandes et al., 2010). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran 
una correlación entre la electronegatividad del sustituyente introducido en el grupo bencilo 
(F > Br > CN > CH3) y la actividad de las moléculas sobre epimastigotes (VATR106 > 
VATR107 ≈ VATR108 > VATR109 y VATR110 > VATR111 > VATR112 ≈ VATR113).  
 Con respecto a la toxicidad de los halógenos, ésta tiende a disminuir hacia los 
átomos más pesados, siendo F y Cl los más tóxicos del grupo. No obstante, Hernandes et al. 
(2010) exponen que no hay evidencias claras para establecer que la presencia de halógenos 
sea responsable per se del potencial tóxico de los compuestos halogenados. De acuerdo con 
esta afirmación y como se aprecia en los resultados de citotoxicidad inespecífica, este tipo 
de sustituyentes no influye de manera evidente sobre el perfil de toxicidad de los derivados 
de 5-nitroindazol, citando como ejemplo que VATR107 (derivado con Br) registró una mayor 
citotoxicidad que VATR106 (derivado con F). 
 A propósito de los compuestos con grupo picolilo en sustitución del bencilo y como 
ocurre con la serie I de derivados de 5-nitroindazol, el derivado con estructura de 
nitroindazolinona VATR114 (CI50 = 7,38 M) fue considerablemente más activo que el 
respectivo 3-alcoxiindazol VATR115 (CI50 > 256 M), apoyándose de esta manera la mayor 
selectividad de las 5-nitroindazolinonas hacia T. cruzi. 
 Actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares 
La introducción de halógenos también supone una mejora en la permeabilidad de membrana 
de las moléculas (Hernandes et al., 2010). Este hecho resulta especialmente relevante en su 
actividad sobre amastigotes intracelulares, debido a la interferencia que la membrana 
plasmática de la célula hospedadora puede ejercer sobre su selectividad (Romero y Morilla, 
2010; Bahia et al., 2014a). Los resultados del cribado primario se confirmaron en los 
ensayos frente al parásito intracelular (Tabla 14), donde los compuestos fluorados VATR106 
y VATR110 mostraron la mayor actividad de entre los 5 derivados seleccionados para ser 
ensayados a este nivel, seguidos del derivado con Br (VATR111) y por último del derivado 
con grupo CN (VATR108) y el derivado VATR114 con grupo picolilo en lugar de bencilo. 
Discusión 
 
 
- 289 - 
 
4.1.3. ACTIVIDAD FRENTE A T. cruzi DE LA SERIE III DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL  
La serie III de derivados de 5-nitroindazol y productos relacionados (quinazolinas) se 
sintetizó de acuerdo con los resultados de actividad obtenidos con las series anteriores, 
constituidas por derivados de 5-nitroindazol soportando sustituyentes alquílicos simples 
(metilo, propilo, isopropilo, butilo y pentilo) bien en posición N-1 del anillo de indazolinona, 
bien en posición 3-O del indazol (Vega et al., 2012; Fonseca-Berzal et al., 2014b, 2015a). 
 Estos compuestos se diseñaron con el fin de explorar la actividad de análogos de 
estas estructuras con sustituyentes insaturados o cadenas alquílicas -sustituidas en las 
posiciones mencionadas. Con respecto a sus propiedades fisicoquímicas, algunas de las 
modificaciones estructurales se realizaron con el propósito de mejorar la limitada solubilidad 
acuosa de los compuestos pertenecientes a las series I (Vega et al., 2012) y II. 
 Actividad in vitro sobre epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Como en series anteriores, generalmente se obtuvo una mejor actividad para las 5-
nitroindazolinonas 1,2-disustituidas que para los 3-alcoxi-5-nitroindazoles (Tabla 15). 
Especial mención merecen las 5-nitroindazolinonas con grupos insaturados en posición N-1, 
tales como vinilo (VATR89) o alilo (VATR92), así como con cadenas alquílicas -sustituidas: 
2-bromoetilo (VATR87), 3-bromopropilo (VATR98), 3-(dimetilcarbamoil)propilo (VATR85), 2-
hidroxietilo (VATR75) y 3-hidroxipropilo (VATR127), con valores de CI50 < 5 µM. 
 Por el contrario, los compuestos con estructura de bisindazol (VATR90 y VATR91) y 
las quinazolinonas VATR7174 no presentaron actividad relevante. Con respecto a las 
segundas, previamente se ha demostrado la baja actividad de las quinazolinas frente a 
epimastigotes de la cepa Dm28c (DTU TcI) (Mura et al., 2013). 
 La destacable actividad de VATR75, VATR85, VATR87, VATR89, VATR92, 
VATR127 y VATR131 se acompañó de una baja citotoxicidad que resultó en una 
selectividad hacia epimastigotes (IS > 45,91) muy superior a la del BZ. Junto a éstos, 
VATR78, VATR82, VATR84, VATR93, VATR136, VATR138 y VATR141 también superaron 
el cut-off de selectividad marcado por el BZ, siendo todos ellos seleccionados para el 
posterior ensayo de actividad frente a amastigotes intracelulares. 
 Actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares 
Los resultados obtenidos en amastigotes de la cepa CL-B5 lacZ, muestran una significativa 
mejora en la actividad y potencia (P < 0,05) de las 2-bencil-1-(-hidroxialquil)indazolinonas 
VATR75 y VATR127 y del acetoxi derivado VATR131, en comparación con el BZ (Tabla 16). 
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Considerando la inestabilidad metabólica de los ésteres, VATR131 (2-acetoxietil derivado) 
podría estar comportándose como profármaco de VATR75 (2-hidroxietil derivado). En las 
últimas décadas se ha recurrido al diseño de profármacos en la búsqueda de nuevos 
tratamientos para las enfermedades tropicales desatendidas, incluida la enfermedad de 
Chagas (Chin Chung et al., 2008). La presencia de carboxilesterasas en T. cruzi (Repetto et 
al., 1983) se ha propuesto como responsable de la bioactivación de este tipo de profármacos 
(Wong-Baeza et al., 2015). 
 Debido a que es la forma replicativa de T. cruzi en el hospedador vertebrado, la 
gran susceptibilidad que los amastigotes muestran a la acción de estos compuestos resulta 
especialmente relevante en la quimioterapia experimental de la enfermedad de Chagas. 
 Ensayos complementarios de actividad farmacológica in vitro 
Como se ha comentado anteriormente, una vez identificado un compuesto con potencial 
aplicación para el desarrollo de antichagásicos, resulta imprescindible estudiar su actividad 
en otras cepas de T. cruzi pertenecientes a aquellos DTU directamente involucrados en el 
desarrollo de la infección en humanos. Las distintas presentaciones clínicas de la 
enfermedad aparecen como consecuencia de la infección por las diferentes cepas de T. 
cruzi, las cuales se encuentran agrupadas en seis DTU mostrando diferente distribución 
geográfica, ecotopo y hospedador vertebrado (Zingales et al., 2014). 
 De acuerdo con los resultados obtenidos en la cepa CL-B5, se exploró la actividad 
de VATR75 sobre las cepas Tulahuen (amastigotes) e Y (amastigotes y TS). Como se ha 
comentado anteriormente, los ensayos sobre la primera, permiten confirmar su actividad en 
cepas sensibles a los fármacos de referencia (CL Brener y Tulahuen, DTU TcVI), mientras que 
la Y (DTU TcII) está definida como una “cepa de resistencia moderada a los mismos” (Soeiro 
et al., 2013). Previamente, se determinó su toxicidad en las células empleadas como 
hospedadoras en estos ensayos, CC y L929. 
Citotoxicidad en cultivos primarios de células cardíacas y en células L929 
El derivado VATR75 no presentó toxicidad sobre las células hospedadoras de T. cruzi, 
haciendo factible el posterior ensayo de actividad frente a amastigotes intracelulares (Tabla 
17). Asimismo, se confirmó la ausencia de cardiotoxicidad para este derivado, característica 
importante en el desarrollo de agentes antichagásicos (Fonseca-Berzal et al., 2015a). 
Actividad in vitro frente a las cepas Tulahuen lacZ e Y 
Al igual que con VATR1 y VATR3, se confirmó la actividad de VATR75 sobre amastigotes de 
las cepas Tulahuen (DTU TcVI) e Y (DTU TcII). Este derivado obtuvo valores de CI50 < 10 M 
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en las tres cepas ensayadas, resultando también 10 veces más activo que tóxico para la 
correspondiente célula hospedadora (Tabla 18). De esta manera VATR75 cumple dos de los 
requisitos propuestos por Don e Ioset (2014) para que un compuesto sea identificado como 
potencial hit en la quimioterapia experimental de la enfermedad de Chagas. 
 Asimismo, VATR75 mostró un perfil muy similar al de VATR1 y VATR3, no 
presentando actividad in vitro sobre TS (Tabla 18). Como se ha comentado anteriormente, 
varios compuestos con estructura de 5-nitroindazol 1,3-disustituido resultan activos sobre 
TS (Boiani et al., 2009; Rodríguez et al., 2009b) o muestran actividades en el mismo rango 
de concentración para las tres formas de T. cruzi (Muro et al., 2014). Por el contrario, las 5-
nitroindazolinonas 1,2-disustituidas que en el presente trabajo fueron evaluadas sobre las 
tres formas del parásito presentaron el mismo perfil, siendo siempre más activas sobre las 
formas replicativas de T. cruzi que sobre las no replicativas. 
 Toxicidad aguda in vivo 
Una de las principales limitaciones que encontramos en el tratamiento de la enfermedad de 
Chagas, reside en la gran variedad de reacciones adversas que provocan los dos fármacos 
actualmente disponibles (Castro et al., 2006). De esta manera, resulta indispensable 
descartar la toxicidad aguda de los potenciales candidatos antes de evaluar su eficacia en 
modelos in vivo (Batista et al., 2010; da Silva et al., 2012). 
 Con el fin de reducir la variabilidad y minimizar el número de animales utilizados, 
los ensayos de toxicidad aguda se realizaron en ratones de un único género. Generalmente, 
machos y hembras responden de manera similar a los test de toxicidad aguda. No obstante, 
en aquellos casos en los que se han observado diferencias, las hembras presentan mayor 
sensibilidad (Lipnick et al., 1995), habiéndose seleccionado éstas para los ensayos de 
toxicidad aguda efectuados en este trabajo. 
 Es importante recordar que VATR75 presentó problemas de solubilidad a dosis 
mayores de 12,5 mg/kg, interrumpiéndose el ensayo tras administrar la segunda dosis. De 
esta manera, la dosis acumulativa (DA) alcanzada en ratón fue de 25 mg/kg, resultando 
imposible determinar el NOAEL para VATR75, que en cualquier caso fue superior a la DA.  
 Los animales tratados con 25 mg/kg de VATR75 no mostraron signos evidentes de 
toxicidad aguda durante las 48 h posteriores a su administración (Tabla 19). Tampoco se 
produjeron alteraciones en el peso de los animales y en sus órganos internos (Fig. 53 y 54), 
ni las hubo en los parámetros evaluados en el hemograma y análisis bioquímico (Tablas 20 y 
21). Todos estos resultados apoyan que VATR75 es bien tolerado a dicha posología y por 
tanto, se seleccionó la dosis de 25 mg/kg/día como la mayor a evaluar en el ensayo de 
eficacia in vivo. 
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 Eficacia in vivo 
Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en un modelo de Chagas agudo en el que se 
emplearon ratones Swiss infectados con T. cruzi cepa Y (Romanha et al., 2010). A pesar de 
que machos y hembras Swiss presentan periodos de prepatencia similares y picos de 
parasitemia en el 8º d.p.i., los machos se muestran más vulnerables a la infección con esta 
cepa de T. cruzi, siendo sus parasitemias generalmente mayores y presentando menor 
supervivencia durante la fase aguda de la infección (Guedes-da-Silva et al., 2015).  
 El tratamiento con VATR75 se realizó en el 5º y el 8º d.p.i., evaluándose tres 
concentraciones distintas (25, 12,5 y 6,25 mg/kg/día) administradas por vía oral (p.o.) e 
intraperitoneal (i.p.). Los mejores resultados se obtuvieron con la mayor dosis de compuesto 
administrada p.o. y la menor i.p. (25 y 6,25 mg/kg/día, respectivamente), alcanzando ca. 
30% de reducción en la parasitemia el 8º d.p.i. (Fig. 55 y 58). Previamente se han obtenido 
resultados similares con otros prototipos aplicando el mismo esquema de tratamiento. 
Concretamente, la diamidina DB1362 presenta su mayor actividad con la menor dosis 
administrada vía i.p., reduciendo la parasitemia un 40% el 8º d.p.i. (da Silva et al., 2008). En 
un comportamiento similar al del BZ, la baja solubilidad acuosa de VATR75 podría estar 
afectando a la biodisponibilidad oral del compuesto (Palmeiro-Roldán et al., 2014), 
requiriéndose en su administración oral dosis mayores en comparación con la vía i.p. 
 No obstante, debido a que los ensayos in vitro posicionaron a VATR75 como un 
excelente agente tripanocida de acuerdo con su actividad en amastigotes intracelulares y no 
por los resultados frente a TS, cabría replantearse nuevos ensayos in vivo administrando 
esquemas de tratamiento más largos o sobre un estado más avanzado de la infección.  
 Por otra parte,  considerando que VATR131 podría actuar como un profármaco del 
anterior, cabría esperar un mejor perfil de actividad para esta molécula en el modelo in vivo 
debido a una mejora de su perfil ADME. El derivado VATR131 está formado por la unión de 
dos restos polares (R-OH y R-COOH) cuya eliminación por el hospedador es previsiblemente 
más favorable que la que presentan el NX y el BZ, ambos fármacos extremadamente apolares 
(Wong-Baeza et al., 2015). Asimismo, se debe tener en cuenta la aplicación de recursos 
tecnológicos destinados a incrementar la solubilidad de VATR75 y en consecuencia, a 
potenciar su biodisponibilidad y actividad in vivo (Palmeiro-Roldán et al., 2014). 
4.1.4. ACTIVIDAD FRENTE A T. cruzi DE LA SERIE IV DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL  
Con el propósito de mejorar la solubilidad de las tres series anteriores, se sintetizó la serie 
IV de derivados de 5-nitroindazol, caracterizada por presentar grupos amino (NH2, NHR o 
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NR2) en la posición terminal de las cadenas alquílicas introducidas en N-1 (2-bencil-5-
nitroindazolinonas) así como en la posición 3-O del indazol (3-alcoxi-2-bencil-5-
nitroindazoles). En esta serie también encontramos algunos derivados con estructura de 3-
(-hidroxialquilamino)-5-nitroindazol, procedentes de la trasposición intramolecular de 3-(-
aminoalcoxi)-5-nitroindazoles. 
 Previamente a la realización de este estudio, han sido sintetizadas varias series 
derivadas de 5-nitroindazol conteniendo aminas primarias, secundarias o terciarias en sus 
estructuras, con interesante actividad anti-T. cruzi (Arán et al., 2005; Boiani et al., 2009; 
Rodríguez et al., 2009b; Muro et al., 2014). 
 Actividad in vitro sobre epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
En concordancia con las series anteriores, los resultados obtenidos en el cribado 
farmacológico primario (Tabla 22) confirman la mayor actividad que generalmente presentan 
los derivados con estructura de 5-nitroindazolinona. 
 Comparando los resultados obtenidos por los distintos análogos con aminas 
primarias (VATR99), secundarias (VATR100) o terciarias (VATR101), se aprecia una ligera 
caída de la actividad frente a epimastigotes como consecuencia de la introducción de 
sustituyentes metilo en el grupo NH2. Tales inserciones no supusieron grandes alteraciones 
en su perfil de actividad tripanocida (Muro et al., 2014). Sin embargo, tuvieron un mayor 
impacto sobre la citotoxicidad inespecífica de estas moléculas, repercutiendo ambos 
aspectos de manera conjunta sobre su selectividad: IS VATR99 (NH2) > IS VATR100 (NHCH3) 
> IS VATR101 [N(CH3)2]. Un comportamiento similar se observó entre VATR120 y VATR79, 
con grupos NH2
 
y N(CH3)2, respectivamente; donde el impacto que el grado de sustitución de 
las aminas ejerció sobre la actividad y selectividad fue más evidente: VATR120 CI50 = 0,35 
µM e IS = 677,74, VATR79 CI50 =10,63 µM e IS > 24,08. 
 La presencia del grupo piperidino (VATR81 y VATR102) influyó de manera positiva 
en la actividad de estos derivados frente a epimastigotes, sin repercutir sobre su 
citotoxicidad (Arán et al., 2005). Sin embargo, a pesar de que ambos compuestos mejoraron 
de manera significativa la actividad del BZ (P < 0,05), sus valores de CI50 fueron muy 
inferiores a los obtenidos por sus respectivos análogos VATR120 y VATR99 (Tabla 22). 
 En esta línea, estudios previos con derivados de 5-nitroindazol sugieren una 
favorable inhibición de la tripanotión reductasa (TryR) por estas moléculas, en la que además 
del heterociclo central, la presencia de grupos bencilo y de cadenas alquílicas laterales con 
grupos NH2
 
protonables, jugaría un papel importante en su afinidad hacia la TryR (Aguilera-
Venegas et al., 2013). 
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 Actividad in vitro frente a amastigotes intracelulares 
Los resultados frente a amastigotes intracelulares se correlacionaron con los obtenidos en 
epimastigotes (Tablas 22 y 23). Los derivados VATR99 y VATR120 fueron los más activos 
frente al parásito intracelular, presentando ambos aminas primarias al final de la cadena 
alquílica introducida en N-1. Similar a lo ocurrido en epimastigotes, el aumento en el grado 
de sustitución de las aminas supuso una caída en la actividad y selectividad de las 
moléculas: IS VATR99 (NH2) > IS VATR100 (NHCH3) > IS VATR101 [N(CH3)2], así como IS 
VATR120 (NH2) > IS VATR79 [N(CH3)2]. La presencia del sustituyente piperidino en VATR81 y 
VATR102 también provocó una considerable pérdida de actividad en comparación con la de 
sus respectivos análogos VATR120 y VATR99 (Tabla 23). 
 Como se ha comentado previamente, son pocos los estudios en la literatura 
relativos a la actividad de derivados de 5-nitroindazol frente a la forma intracelular del 
parásito (Muro et al., 2014; Fonseca-Berzal et al., 2014b, 2015a, 2016), hecho que dificulta 
la discusión de los resultados obtenidos a este nivel de cribado. 
 Ensayos complementarios de actividad farmacológica in vitro 
En la misma línea de trabajo que para las series de 5-nitroindazoles anteriores, varios 
compuestos de la serie IV fueron seleccionados para un posterior estudio de su actividad 
sobre otras cepas de T. cruzi. En base a los resultados obtenidos con la cepa CL-B5 lacZ, 
VATR81, VATR99, VATR100 y VATR102, todos ellos con estructura de 5-nitroindazolinona, 
fueron sometidos a diversas pruebas de actividad in vitro frente a las cepas Tulahuen e Y. 
Citotoxicidad en cultivos primarios de células cardíacas y en células L929 
Estas cuatro nitroindazolinonas mostraron un perfil de toxicidad similar al de los derivados 
de 5-nitroindazol anteriormente evaluados sobre cultivos de CC y de fibroblastos L929 
(Tabla 24). La utilización de estas células como hospedadoras de T. cruzi para los ensayos 
de actividad frente a amastigotes intracelulares (Fonseca-Berzal et al., 2015a, 2016), se vio 
favorecida por la ausencia de citotoxicidad que presentaron estas moléculas. 
Actividad in vitro frente a las cepas Tulahuen lacZ e Y 
Los derivados VATR99 y VATR100 mantuvieron un perfil similar al mostrado anteriormente 
por las 5-nitroindazolinonas en los ensayos de actividad frente a las cepas Tulahuen e Y 
(Tabla 25). En su evaluación frente a amastigotes intracelulares de los DTU TcII y TcVI, 
ambos superaron con éxito los requisitos de actividad y selectividad propuestos para la 
identificación de un compuesto como potencial hit en el desarrollo de antichagásicos (Don e 
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Ioset, 2014). Por el contrario, VATR81 y VATR102 presentaron valores de CI50 > 10 M sobre 
una (VATR81) o ambas cepas (VATR102), guardando estos resultados correlación con los 
obtenidos previamente frente a amastigotes de la cepa CL (Tabla 23). 
 Ninguno resultó activo en las pruebas in vitro realizadas frente a TS (Tabla 25), al 
contrario que otros derivados de 5-nitroindazol 1,3-disustituidos con grupos amino en la 
posición terminal de las cadenas alquílicas introducidas en N-1 (Boiani et al., 2009; 
Rodríguez et al., 2009b, Muro et al., 2014). Este hecho contrasta con los resultados previos 
de varios derivados con grupos piperidino, los cuales muestran importantes porcentajes de 
lisis sobre TS de la cepa CL Brener (Boiani et al., 2009). En la misma línea que los 
compuestos VATR1, VATR3 y VATR75, el distinto comportamiento que muestran VATR81 y 
VATR102 en relación con otros derivados de 5-nitroindazol podría deberse a la diferente 
estructura de los compuestos (5-nitroindazoles 1,3-disustituidos versus 5-nitroindazolinonas 
1,2-disustituidas), la distinta susceptibilidad de las cepas de T. cruzi empleadas o las 
diferentes condiciones de los respectivos ensayos in vitro. 
 Toxicidad aguda in vivo 
De acuerdo con los resultados de actividad in vitro, VATR99 y VATR100 se seleccionaron 
para ser evaluados in vivo, previa valoración de su toxicidad aguda. A diferencia de VATR75, 
estos derivados no presentaron problemas de solubilidad en el vehículo utilizado (10% DMSO 
en agua) y fueron administrados por ambas vías hasta alcanzar una DA = 200 mg/kg (Tablas 
26 y 27). La presencia de grupos amino en VATR99 y VATR100, los cuales a pH fisiológico 
se encuentran protonados en buena proporción, favorece el carácter hidrófilo de estos 
compuestos y por tanto su solubilidad en medio acuoso. 
 Ninguno de los animales presentó alteraciones en su comportamiento tras la 
administración de VATR99 y VATR100, ya fuera p.o. o i.p., ni se observaron signos de 
toxicidad aguda durante las 48 h posteriores al tratamiento. Sin embargo, la administración 
intraperitoneal de VATR99 condujo a una ligera pérdida de peso en los animales, similar a la 
que experimentaron aquellos a los que se administró el vehículo (Fig. 62), no siendo ésta 
significativa en cualquier caso. Este hecho, junto con la ausencia de anomalías en los 
órganos internos (Fig. 63) así como de parámetros alterados en el análisis bioquímico y en el 
hemograma (Tablas 28 y 29), apoyan que VATR99 es bien tolerado en su administración por 
ambas vías hasta 200 mg/kg, encontrándose el NOAEL para este derivado por encima de 
mencionada dosis. De manera similar, el ensayo de toxicidad aguda realizado para VATR100 
no desveló alteraciones en el peso de los animales, morfología de los órganos internos, 
hemograma y bioquímica (Fig. 64 y 65, Tablas 30 y 31), fijándose igualmente su NOAEL > 
200 mg/kg. 
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 Eficacia in vivo 
En un primer ensayo, se evaluó la actividad de ambos derivados siguiendo el modelo de 
Chagas agudo habitual (Romanha et al., 2010),  administrando dos dosis de 50, 25 o 12,5 
mg/kg/día, p.o. o i.p. en el 5º y el 8º d.p.i. (Batista et al., 2010; da Silva et al., 2014). 
Posteriormente, de acuerdo con los resultados de este primer estudio, se llevó a cabo un 
segundo ensayo en el que los compuestos se administraron a las dosis y vías seleccionadas, 
durante un periodo de 10 días consecutivos (514º d.p.i.) en regímenes de 1 o 2 dosis 
diarias (cada 24 o cada 12 h, respectivamente) (Batista et al., 2010). 
 El tratamiento con VATR99 obtuvo su mejor resultado con la administración de la 
menor dosis vía i.p., alcanzando una reducción de la parasitemia ca. 71% en el 8º d.p.i. (Fig. 
66 y 68). Sin embargo, la supervivencia de los animales tratados con este derivado fue baja, 
no consiguiéndose curas parasitológicas a la posología administrada (Fig. 67 y 69).  
 La administración del mismo en dosis de 12,5 mg/kg/día vía i.p. durante 10 días 
consecutivos no supuso mejoras en la reducción de la parasitemia, siendo además el 
porcentaje de supervivencia para ambos grupos (1 ó 2 dosis diarias) del 16,67% con respecto 
al grupo de animales infectados sin tratar (Fig. 80 y 81). 
 Con respecto al tratamiento realizado con VATR100, la administración de dos dosis 
de 50 mg/kg/día p.o. supuso ca. 50% de reducción de la parasitemia en el 8º d.p.i. (Fig. 73). 
No obstante, todos los animales murieron antes de concluir la fase aguda (Fig. 74).  
 El tratamiento durante 10 días consecutivos administrando dosis de 50 mg/kg/día 
p.o. no tuvo ninguna repercusión sobre la parasitemia, alcanzándose en el 8º d.p.i. una 
reducción máxima del 25,71% en su administración cada 12 h (Fig. 83). Únicamente cabe 
destacar que dicha posología aumentó la supervivencia de los animales en un 66,67% (Fig. 
84). Sin embargo, ésta vino acompañada de una importante pérdida de peso en comparación 
con el grupo control y el tratado con BZ (Fig. 85). Este hecho, junto con los niveles de 
parasitemia registrados a lo largo de la fase aguda, confirma la ausencia de cura 
parasitológica en los animales tratados con VATR100. 
 Finalmente, la necropsia realizada el 45º d.p.i. a los animales del grupo tratado 
durante 10 días con VATR100 en dos dosis diarias de 50 mg/kg/día p.o. que superaron la 
fase aguda (Fig. 89), reveló diferencias significativas en el peso relativo del bazo con 
respecto al de los animales sanos (P < 0,05). Este hecho podría ser consecuencia de un 
mantenimiento de la infección en estos animales, ya que la fase aguda de la enfermedad en 
humanos cursa frecuentemente con esplenomegalia (Rassi et al., 2010), apareciendo 
igualmente en la infección experimental en ratón (de Meis et al., 2009). No obstante, a pesar 
de que el tratamiento con BZ eliminó la parasitemia, el bazo de estos animales experimentó 
un aumento de tamaño similar (P > 0,05). Diversos estudios in vivo señalan la persistencia 
Discusión 
 
 
- 297 - 
 
de la esplenomegalia en ratones infectados con T. cruzi cepa Y tras someterse a diferentes 
esquemas de tratamiento con BZ (Olivieri et al., 2002, 2010). 
 Como se ha comentado anteriormente en el caso de VATR75, debido a que la 
eficacia de estos 5-nitroindazoles reside en su perfil de actividad sobre amastigotes 
intracelulares, cabría replantearse nuevos esquemas de tratamiento con VATR99 y VATR100 
con el fin de potenciar su actividad in vivo. 
 Citometría de flujo 
Finalmente, se analizó el PMM de TS tratados con los compuestos VATR81, VATR99 y 
VATR100 mediante citometría de flujo con el marcador TMRE (Tabla 32 y Fig. 90). El 
tratamiento con VATR81 no repercutió sobre la mitocondria de T. cruzi, siendo el porcentaje 
de la población afectada similar al del control. Por el contrario, VATR99 y VATR100 
provocaron una pérdida de PMM en prácticamente el total de la población de TS, apuntando 
a la interferencia de estos compuestos con el gradiente de potencial electroquímico de la 
membrana mitocondrial de T. cruzi (da Silva et al., 2008). 
4.1.5. ACTIVIDAD TRIPANOCIDA DE DOS SERIES DE 2,4-DIARIL-1,2,3,4-
TETRAHIDROQUINOLINAS DE SÍNTESIS 
Se evaluó la actividad frente a T. cruzi de una serie química constituida por 22 derivados de 
tetrahidroquinolina, dividida a su vez en las series AR y DM, cuya síntesis había sido 
previamente publicada (Kouznetsov et al., 2007; Romero Bohórquez y Kouznetsov, 2010) y 
su actividad ensayada frente a Plasmodium falciparum (datos no publicados). 
 Actividad de la serie AR 
Previamente a la realización de este estudio, varias familias de tetrahidroquinolinas de 
síntesis evaluadas frente a T. cruzi, presentaron gran actividad en epimastigotes (Gómez-
Barrio et al., 2006; Romero Bohórquez et al., 2012) así como en amastigotes (Pagliero et al., 
2010). De hecho, la presencia de sustituyentes alquílicos en la posición C-6 del anillo de 
quinolina parece ejercer una importante influencia sobre la actividad tripanocida de varias de 
estas moléculas (Gómez-Barrio et al., 2006). En nuestros ensayos se obtuvieron resultados 
similares, donde diversas tetrahidroquinolinas pertenecientes a la serie AR (Fig. 24) con 
sustituyentes alquilo o metoxilo en posición C-6 (AR40 con etilo, AR41 y AR91 con grupos 
metoxilo) mostraron una importante selectividad hacia epimastigotes y amastigotes (Tablas 
33 y 35). Sin embargo, aquellos derivados que presentan un átomo de cloro en dicha 
posición (AR43 y AR92) resultaron tóxicos en células L929, a pesar de que este tipo de 
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inserciones normalmente no inducen un incremento en la toxicidad potencial de los 
compuestos (Hernandes et al., 2010). Por otra parte, la introducción bien del grupo NO2 
(AR42, AR44, AR45 y AR45F2) implicado en el mecanismo de acción de los fármacos 
antichagásicos de referencia (Wilkinson y Kelly, 2009), bien del grupo NH2 (AR46 y AR47), 
supuso un aumento en la citotoxicidad de las tetrahidroquinolinas (Tocher, 1997; Ma et al., 
2005) en detrimento de su selectividad hacia el parásito (Tablas 33 y 35). 
 Debido a que las reacciones adversas, frecuentemente observadas en  los enfermos 
de Chagas tratados con BZ y NX (Castro et al., 2006), en ocasiones provocan el abandono de 
estas terapias por parte de los pacientes, el estudio de la toxicidad resulta un punto 
importante en el cribado farmacológico de los candidatos antichagásicos. En este estudio, 
los resultados de citotoxicidad in vitro (Tabla 33) se correlacionaron con los relativos a su 
riesgo potencial, obtenidos in silico mediante el software OSIRIS (http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo) (Fonseca-Berzal et al., 2013). De esta manera, se observó como la 
presencia de grupos NO2 y NH2 en el anillo de tetrahidroquinolina incrementa la toxicidad de 
estas moléculas, de modo que la introducción del grupo NO2 en la posición C-5 (AR44, CL50 
= 28,44) o C-8 (AR45, CL50 = 27,60) produce además potenciales efectos mutagénicos (Fig. 
122). Sin embargo, los resultados obtenidos in silico con el BZ revelaron un mayor riesgo 
potencial para el fármaco de referencia, únicamente superado por la tetrahidroquinolina 
AR46 (Fig. 122), la más citotóxica de la serie AR (CL50 = 9,56). 
 Asimismo, se espera una excelente biodisponibilidad oral para todas las 
tetrahidroquinolinas de acuerdo con la predicción virtual realizada mediante el software 
Molinspiration (http://www.molinspiration.com/services/), basada en  las reglas de Lipinski y 
la superficie topológica polar (TPSA) de estas moléculas (Fonseca-Berzal et al., 2013). 
 Actividad de la serie DM 
Con respecto a la serie DM (Fig. 25), DM15 presentó una interesante actividad anti-T. cruzi, 
siendo además el único compuesto de la misma no citotóxico (Tablas 34 y 35). Resultados 
similares fueron previamente obtenidos por Pagliero et al. (2010), donde el compuesto más 
activo de una serie de tetrahidroquinolinas fue el derivado con un grupo NO2 en la posición 
para de un radical fenilo. En dicho trabajo, se sugiere que la introducción de grupos 
electroatractores produce un efecto positivo sobre la actividad de estos compuestos, similar 
a lo que sucede con DM15 al introducir el grupo CN. Sin embargo, la presencia del grupo 
NO2 (atractor de electrones de carácter fuerte) en el anillo de tetrahidroquinolina (DM1, 
DM7, DM12 y DM13) podría causar un daño celular excesivo, responsable no sólo de la 
actividad sobre T. cruzi, sino también de la citotoxicidad de estas moléculas (Raether y 
Hänel, 2003). Por otra parte, los resultados obtenidos con OSIRIS (Fig. 122) muestran una 
vez más el potencial efecto mutagénico de las moléculas con grupos NO2 y NH2  en la 
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posición C-8 del anillo de tetrahidroquinolina: DM1, DM7, DM8, DM12 y DM13 (Fonseca-
Berzal et al., 2013). Asimismo, la introducción de hidroxilos fenólicos tuvo un impacto 
negativo sobre la inocuidad de las moléculas de la serie DM (Tabla 34), resultando por lo 
general muy tóxicas para fibroblastos (Chang et al., 2000). 
 
Fig. 122. Perfil de riesgo potencial inducido por las tetrahidroquinolinas de las series AR y DM. Mut.: 
mutagénico, Tum.: tumorigénico, Irr.: irritante, Rep. Eff.: efectos sobre la reproducción. Predicción 
realizada mediante el software OSIRIS. Fuente: Fonseca-Berzal et al. (2013). 
4.1.6. ACTIVIDAD in vitro FRENTE A T. cruzi DE DOS SERIES DE SÍNTESIS 
DERIVADAS DE 7-CLORO-4-AMINO(OXI)QUINOLINA 
Basándonos en la actividad mostrada por ciertos derivados de tiazolidina (Joyeau et al., 
2000; Magdaleno et al., 2009) y diversas aminoquinolinas (Kinnamon et al., 1997; Yardley et 
al., 2010) frente a T. cruzi, se evaluó una primera serie de síntesis formada por 16 derivados 
de 7-cloroquinolina con fragmentos de tipo bencilamino (compuestos 14) o de tipo N-
aminoalquil1,3-tiazolidin-4-ona (compuestos 516)  en la posición C-4 del anillo (Grupo 1), 
previamente sintetizados y ensayados como potenciales antimaláricos (Rojas Ruiz et al., 
2011). Concretamente, ciertas propiedades biológicas asociadas a las 1,3-tiazolidin-4-onas 
sustituidas han dado lugar a la introducción de esta estructura en agentes antimicrobianos 
(Jain et al., 2012) así como en prototipos de antichagásicos con prometedora actividad in 
vitro (Kouznetsov et al., 2004; Pizzo et al., 2011). 
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 De manera similar, una segunda serie de derivados de 4-ariloxi-7-cloroquinolina 
(Bueno et al., 2012) (compuestos 1722, Grupo 2) anteriormente evaluados frente a P. 
falciparum (datos no publicados), fue ensayada in vitro como potenciales agentes 
tripanocidas. 
 Actividad in vitro sobre epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
De los 22 derivados de 7-cloroquinolina que forman parte de esta serie, los más activos 
frente a epimastigotes fueron los compuestos 3, 7 y 12 (Tabla 36). Dichos resultados, junto 
con los valores de LogP predichos para estas moléculas (Fonseca-Berzal et al., 2014a), 
confirman la importancia de una adecuada lipofilia para acceder al interior del parásito 
(Aguirre et al., 2004; Fonseca-Berzal et al., 2013) y en consecuencia, interactuar con la 
correspondiente enzima o receptor (Paula et al., 2009). Así, la presencia de radicales de tipo 
4-hidroxi-3-metoxifenilo (compuestos 1315) o 3-hidroxi-4-metoxifenilo (compuesto 16) 
sobre el anillo de tiazolidinona, conllevó una disminución de su lipofilia situándola por 
debajo de la estimada como promedio para estas moléculas (LogP = 4,095) (Fonseca-Berzal 
et al., 2014a) y repercutiendo en su actividad sobre la forma extracelular de T. cruzi (CI50 = 
32235,89 µM) en comparación con sus análogos sin sustituir (compuestos 11 y 12, CI50 < 
7,02 µM). No obstante, la introducción de grupos hidroxilo en la posición para del radical 
fenilo (compuestos 1315) no sólo originó los compuestos más inactivos (da Silva et al., 
2013) del Grupo 1, sino también los menos tóxicos para fibroblastos. Tal efecto no se 
percibió cuando el hidroxilo fenólico se introdujo en meta (compuesto 16). 
 Simultáneamente, se exploró la citotoxicidad in vitro de estas moléculas sobre 
células L929 (Tabla 36). Es importante destacar que algunos derivados anteriormente 
definidos como tóxicos para macrófagos J774 (compuestos 3, 7 y 8) y no para células HepG2 
(Rojas Ruiz et al., 2011), no lo fueron tampoco para fibroblastos L929. Tales diferencias 
podrían ser el resultado de una mayor captación de compuesto por parte de los macrófagos 
(línea celular fagocítica), en comparación con la experimentada por hepatocitos y 
fibroblastos, ambas líneas celulares no fagocíticas (Rolón et al., 2006b). Por otra parte, 
varios estudios revisados por Edinger y Thompsom (2004) defienden la idea de que los 
procesos de autofagia observados en células de mamífero y habitualmente involucrados en 
su supervivencia, pueden actuar además como un mecanismo de muerte celular (PCD tipo II). 
De hecho, la toxicidad de la cloroquina sobre macrófagos murinos y fibroblastos L como 
consecuencia de la inducción de procesos de autofagia se ha estudiado previamente, 
obteniéndose un efecto tóxico más uniforme en macrófagos (Fedorko et al., 1968a, b). Este 
hecho también explicaría las diferencias registradas en la toxicidad de nuestros derivados de 
cloroquina sobre fibroblastos L929, clon de la línea parental L (Sanford et al., 1948). 
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 Varios agentes antimaláricos, como la quinacrina, presentan notable actividad in 
vitro frente a T. cruzi como inhibidores de la TryR e interactúan con el sitio activo de la 
enzima a través de un átomo de nitrógeno situado en un anillo, un átomo de cloro, un grupo 
metoxilo y un sistema aromático plano (Bonse et al., 1999). Según nuestros resultados, las 
4-ariloxiquinolinas derivadas de núcleos de (iso)vainillina (compuestos 19 y 20) presentaron 
mayor actividad en epimastigotes que los derivados sin grupos metoxilo (compuestos 17 y 
18) (Tabla 37). Este hecho, junto con la relación estructura-actividad anteriormente 
comentada, sugiere que la enzima TryR pudiera ser una potencial diana para estos 
derivados. Asimismo, los compuestos más activos de este segundo grupo corresponden a 
las 4-ariloxiquinolinas 21 y 22, las cuales incorporan fragmentos de tipo (iso)eugenol con 
una cadena lateral alquenilo de tres carbonos, similar a otras quinolinas ensayadas en T. 
cruzi (Fakhfakh et al., 2003). Por el contrario, la baja selectividad de los derivados 1821 
permite especular sobre la ausencia de mecanismos de acción específicos sobre T. cruzi, 
asumiendo que la presencia de grupos metoxilo sobre el radical fenilo de estas moléculas 
(compuestos 1921) potencia su citotoxicidad (Tabla 37). Varios compuestos heterocíclicos 
con afinidad por la TryR de T. cruzi como es el caso de algunas fenotiazinas, también 
inducen efectos de tipo anti-calmodulina o provocan la disrupción mitocondrial en 
epimastigotes y tripomastigotes (Lacuara et al., 1991; Rivarola y Paglini-Oliva, 2002), no sólo 
generando estos daños en el parásito, sino también interfiriendo in vitro sobre la viabilidad 
de los cultivos celulares (Dudani y Gupta, 1987; Abdel-Razaq et al., 2011).  
  
 La estimación de riesgo 
potencial realizada in silico (Fonseca-
Berzal et al., 2014a) señaló la ausencia 
de toxicidad para los derivados 116, 
prediciéndose un riesgo moderado 
para los derivados 21 y 22, así como 
efectos negativos en el caso de 1720, 
NX y BZ. El análisis de predicción de su 
biodisponibilidad oral (Fonseca-Berzal 
et al., 2014a) reveló excelentes valores 
para todas las quinolinas. 
 
 
 
Fig. 123. Riesgo potencial inducido por los 
derivados de cloroquina 122. Predicción 
realizada con el software OSIRIS. Fuente: 
Fonseca-Berzal et al. (2014a). 
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 Actividad in vitro sobre amastigotes intracelulares 
Con respecto a los ensayos de actividad sobre amastigotes intracelulares, nuestro grupo de 
investigación ha demostrado gran experiencia en el desarrollo de este tipo de pruebas 
utilizando como hospedadoras de T. cruzi tanto células fagocíticas (Muelas et al., 2001, 
2002) como no fagocíticas (Saraiva et al., 2007; Fonseca-Berzal et al., 2013, 2014b). 
 Estudios previos han demostrado alteraciones en el ciclo intracelular de T. cruzi 
como consecuencia de los efectos producidos por la cloroquina, afectando tanto a nivel del 
parásito como de la célula hospedadora. Así, Hrabák et al. (1998) sugieren un bloqueo 
irreversible en la producción de óxido nítrico (NO) en macrófagos peritoneales de ratón, con 
el consiguiente aumento en la tasa de infección por T. cruzi. Por otra parte, Stecconi-Silva et 
al. (2003) observan una cinética diferente cuando cultivos de células Vero infectados con 
tripomastigotes son tratados con el fármaco antipalúdico. Considerando estos hallazgos, 
junto con la estructura de los compuestos seleccionados para su evaluación en amastigotes 
y la relativa citotoxicidad encontrada sobre macrófagos J774 (Rojas Ruiz et al., 2011), se 
seleccionó nuevamente la línea celular L929 como hospedadora de T. cruzi para los ensayos 
de actividad frente a amastigotes intracelulares. 
 Dicho ensayo se llevó a cabo para aquellos compuestos que tras el cribado primario 
superaron el cut-off establecido por el BZ. De esta manera, sólo los derivados 3, 7 y 12 
fueron evaluados frente a amastigotes, alcanzando el compuesto 3 la mejor CI50 (Tabla 38). 
Resultados similares fueron publicados por Blackie et al. (2008), quienes obtienen el 
compuesto más activo de una serie 4-aminoquinolinureas ferrocénicas al incorporar un 
grupo bencilo como sustituyente en una amina secundaria. Asimismo, se propuso la 
influencia de los grupos bencilamino sobre la actividad de los compuestos hacia la forma 
intracelular de T. cruzi (Fonseca-Berzal et al., 2014b), dado que este fragmento está 
presente en el fármaco de referencia BZ. Por otra parte, cuanto mayor fue el valor de LogP 
obtenido para estas moléculas (Fonseca-Berzal et al., 2014a), mayor actividad mostraron en 
amastigotes, demostrando una vez más el impacto positivo de la lipofilia sobre la actividad 
biológica. Sin embargo, tal y como demuestran sus valores de CI50
 
(Tablas 36 y 38) los 
compuestos 3, 7 y 12 fueron más activos sobre epimastigotes que sobre amastigotes 
intracelulares, lo que sugiere que la célula hospedadora puede actuar como barrera para 
estas moléculas (Rolón et al., 2006b). 
4.1.7. ACTIVIDAD TRIPANOCIDA in vitro DE UNA SERIE DE DERIVADOS DE 
2,2-DIÓXIDO DE 4-AMINOIMIDAZO[4,5-c][1,2,6]TIADIAZINA 
Diversos compuestos de síntesis derivados de tiadiazina han recibido especial atención en el 
desarrollo de antiprotozoarios. Concretamente, varias series con estructura de tetrahidro-2H-
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1,3,5-tiadiazin-2-tiona (THTT) han mostrado actividad como potenciales tripanocidas 
(Bermello et al., 2011). Asimismo, varios compuestos derivados de 1,2,6-tiadiazina han sido 
evaluados frente al agente etiológico de la enfermedad de Chagas (Atienza et al., 1992; 
Herrero et al., 1992; di Maio et al., 1999; Muelas et al., 2001). Recientemente se ha 
propuesto que ciertos derivados de 1,2,6-tiadiazina actúan bloqueando la glucólisis de T. 
cruzi mediante inhibición selectiva de la enzima triosafosfato isomerasa (Minini et al., 2015). 
 En este contexto, se evaluó la actividad frente a  T. cruzi de una serie de derivados 
de 2,2-dióxido de 4-aminoimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina. 
 Actividad in vitro sobre epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
De acuerdo con los resultados obtenidos, ninguno de los compuestos fue activo sobre 
epimastigotes, presentando además cierta toxicidad en fibroblastos L929 (Tablas 3941). 
 Resultados similares fueron obtenidos por di Maio et al. (1999) a partir de una serie 
de derivados de 1,1-dióxido de 1,2,6-tiadiazin-3,5-diona, activos frente a epimastigotes de 
T. cruzi cepa Y a la mayor concentración evaluada; experimentado en su mayoría una 
sustancial pérdida de actividad a 10 g/mL y concentraciones inferiores. No obstante, las 
moléculas más activas de dicha serie presentaron a 100 g/mL una elevada toxicidad sobre 
macrófagos J774 (Muelas et al., 2001), manteniéndose en muchas de ellas este efecto sobre 
células Vero a 10 g/mL (di Maio et al., 1999). La toxicidad de estos derivados generalmente 
estuvo ligada a la presencia de grupos NO2 en sus sustituyentes: 5-nitro-2-tienilo, 5-nitro-2-
furilo o p-nitrofenilo (di Maio et al., 1999; Muelas et al., 2001). 
 En nuestro estudio, los derivados de 1,2,6-tiadiazina mostraron una importante 
citotoxicidad a partir de distintas concentraciones: 256 M (2 derivados), 128 M (7 
derivados, 4 de ellos con grupo NO2 sobre un sustituyente de tipo bencilo en N-1) o 64 M (4 
derivados). Curiosamente, el único compuesto que no presentó toxicidad en células L929 
fue DIT6c, derivado con un sustituyente m-nitrofenilo sobre el anillo de imidazol. Por todo 
esto, la presencia de grupos NO2 en estas moléculas parece no tener una especial 
repercusión sobre su actividad o toxicidad, a diferencia de los 1,1-dióxidos de 1,2,6-
tiadiazin-3,5-diona (Muelas et al., 2001). Por otro lado, la presencia de grupos NH2 en los 
2,2-dióxidos de 4-aminoimidazo[4,5-c][1,2,6]tiadiazina podría estar influyendo en la 
citotoxidad de esta serie (Ma et al., 2005). 
 Otras series con tiadiazina en sus estructuras, como es el caso de ciertos derivados 
de THTT, han mostrado interesante actividad frente a epimastigotes de T. cruzi  de las cepas 
Y (Ochoa et al., 1999; Coro et al., 2005) y CL-B5 lacZ  (Muelas et al., 2002; Coro et al., 
2005). Su comportamiento como profármacos, a partir de los cuales isotiocianatos 
generados mediante hidrólisis del anillo de tiadiazin-2-tiona interaccionarían con diversas 
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cisteín proteasas parasitarias, ha sido propuesto como posible mecanismo de acción de 
estas moléculas (Coro et al., 2005). 
4.1.8. ACTIVIDAD TRIPANOCIDA in vitro DE UNA SERIE DE QUELANTES 
HETEROCÍCLICOS 
La alteración de los procesos biológicos dependientes de iones es una estrategia en la lucha 
frente a las enfermedades infecciosas, entre ellas las ocasionadas por protozoos. Entre otras 
características, el patógeno ha de ser capaz de captar hierro para sobrevivir de manera 
exitosa en el hospedador. Este hecho, junto con la participación en su metabolismo de 
moléculas dependientes de metales, ha hecho de los agentes quelantes una alternativa a 
considerar en el campo de la quimioterapia experimental (Santos et al., 2012). 
No obstante, es necesario considerar que ciertos iones metálicos son cruciales para el 
mantenimiento de las funciones biológicas del hospedador, siendo indispensable que el 
efecto quelante se dirija hacia el patógeno, buscando la selectividad de los compuestos. 
 En este contexto, el hierro resulta un elemento de importancia en la patogénesis de 
las enfermedades causadas por tripanosomátidos, así como en su control inmunitario 
(Santos et al., 2012). Como mecanismo de defensa frente a estas infecciones sistémicas, el 
hospedador experimenta una respuesta hipoferrémica que limita la biodisponibilidad del 
hierro en el torrente sanguíneo y su utilización por los parásitos extracelulares, controlando 
de esta manera su desarrollo y patogenia. Sin embargo, la intervención de los macrófagos en 
este mecanismo de regulación, supone un incremento de los niveles de hierro en el 
citoplasma de estas células que a su vez favorece la multiplicación del parásito a nivel 
intracelular, como ocurre en el caso de T. cruzi (Loo y Lalonde, 1984).  
El hierro también interviene como cofactor de diversas enzimas involucradas en la 
protección del parásito frente al estrés oxidativo, convirtiéndose en una potencial diana para 
el desarrollo de fármacos. En T. cruzi encontramos cuatro enzimas superóxidodismutasa 
dependientes de hierro (Fe-SOD), exclusivas de bacterias y de ciertos protozoos, diferentes 
de las SOD dependientes de Cu-Zn o Mn de mamíferos (Taylor y Kelly, 2010). Además, en 
sustitución de las clásicas catalasas y glutatión peroxidasas Se-dependientes presentes en la 
célula hospedadora, los tripanosomátidos expresan diferentes peroxidasas. Concretamente, 
la peroxidasa dependiente de ascorbato de T. cruzi y Leishmania es una hemoproteína capaz 
de metabolizar H2O2
 
, aunque no peróxidos orgánicos (Taylor y Kelly, 2010). 
La mioglobina presente en las células cardíacas, la ferritina a nivel citoplasmático o 
la transferrina en el torrente sanguíneo, son fuentes de hierro para T. cruzi en el hospedador 
vertebrado. Igualmente lo es para las formas epimastigote la transferrina presente en la 
sangre ingerida por el vector (Taylor y Kelly, 2010). 
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Fig. 124. Mecanismo general de acción de los 
agentes quelantes sobre la célula eucariota 
microbiana. Fuente: adaptación de la figura 
propuesta en Santos et al. (2012). 
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En la última década, diversos estudios hacen referencia a la eficacia del quelante de 
hierro desferrioxamina (DFO) como tratamiento de la infección aguda en ratón. Arantes et al. 
(2007) muestran que en ratones infectados con T. cruzi cepa Y tratados durante 21 días 
consecutivos con DFO, se produce un aumento en la duración del periodo de patencia 
acompañado de una importante reducción en la parasitemia y en la mortalidad, indicando 
una atenuación de la virulencia de la cepa correlacionada con los niveles de hierro 
encontrados en hígado y suero. Posteriormente, Francisco et al. (2008) demuestran una 
mayor efectividad de los tratamientos con DFO y BZ cuando éstos se usan en terapia 
combinada. Un balance entre la estimulación de las defensas antioxidantes del hospedador y 
la acción directa sobre T. cruzi mediada por un aumento simultaneo del estrés oxidativo, se 
ha propuesto como mecanismo de acción de la DFO (Francisco et al., 2010). 
No solamente el hierro, también otros metales como el zinc o el calcio, intervienen 
de forma activa en T. cruzi, suponiendo una alteración en sus niveles la desregulación de 
diversas funciones biológicas en el parásito (Santos et al., 2012). Sin embargo, no son 
muchos los datos existentes en la literatura relativos a la actividad tripanocida de quelantes 
metálicos. 
Basándonos en estos aspectos, se evaluó la actividad frente a T. cruzi de 22 
compuestos heterocíclicos de síntesis incorporando en sus estructuras sistemas con 
propiedades quelantes, tales como 1,10-fenantrolina, imidazol, piridina o catecol. 
 Actividad in vitro sobre epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
La actividad in vitro de diversos quelantes metálicos frente a epimastigotes de T. cruzi ha 
sido previamente estudiada, proponiéndose como mecanismo de acción su capacidad para 
interferir en el metabolismo del hierro, cobre o zinc (Rodrigues et al., 1995). 
Concretamente, un estudio llevado a cabo por Lane et al. (1998) muestra la 
efectividad de la 1,10-fenantrolina frente a epimastigotes, sugiriéndose asimismo su efecto 
quelante como posible mecanismo de acción, al interferir en el balance intracelular de calcio 
y originar depósitos de dicho metal en el parásito. De acuerdo con los resultados obtenidos 
(Tablas 4244), los compuestos 4, 5, 6 y 10, todos con 1,10-fenantrolina en sus estructuras, 
presentaron valores de CI50  CI50
 
del BZ. Sin embargo, esos mismos derivados fueron los 
más citotóxicos (CL50
 
< 10 M), pudiendo este efecto relacionarse con una disrupción en la 
homeostasis del calcio a nivel de la célula hospedadora (Trump y Berezesky, 1995). 
La capacidad que muestra la 1,10-fenantrolina como quelante de Zn se ha visto 
involucrada en la inhibición de diversas metaloproteasas implicadas en los procesos de 
invasión celular y metaciclogénesis (Santos et al., 2012). Por otra parte, también se ha 
demostrado su efecto antifúngico interfiriendo en los niveles de ergosterol (Coyle et al., 
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2003), componente de la membrana celular de T. cruzi. Estas características hacen de la 
1,10-fenantrolina una estructura a considerar en el diseño de potenciales tripanocidas. 
Los átomos de N presentes en la estructura tricíclica resultan fundamentales en la 
actividad biológica de estas moléculas, siendo todos los isómeros de fenantrolina sistemas 
coordinadores de metales (Coyle et al., 2003). Caso contrario es el fenantreno, análogo 
estructural de la fenantrolina sin átomos de nitrógeno. De acuerdo con estas premisas, 
cabría esperar una pérdida de actividad en los derivados de fenantreno (compuestos 24, 25 
y 28). Sin embargo, su perfil de actividad fue similar al de las fenantrolinas 4, 5, 6 y 10, 
siendo ligeramente menos tóxicos (Tabla 44). 
De manera general, estas 22 moléculas presentaron un comportamiento biológico 
semejante, hecho que podría deberse a la combinación de diversas estructuras quelantes en 
todas ellas: fenantrolina, imidazol-piridina, oxazol-piridina, imidazol-fenol o catecol. Cabe 
destacar que el compuesto 14 fue el menos activo en epimastigotes y también uno de los 
menos citotóxicos. Este hecho resulta sorprendente, debido a que para esta molécula cabría 
esperar una mayor actividad y citotoxicidad, asociadas a un daño celular excesivo inducido 
por la presencia del grupo NO2 (Raether y Hänel, 2003). 
4.1.9. ACTIVIDAD in vitro FRENTE A T. cruzi DE UNA SERIE DE 
CROMENOAZOLDIONAS DE SÍNTESIS 
La existencia de aspectos biológicos comunes entre el cáncer y el parasitismo, ha servido a 
la investigación en Parasitología como punto de partida para el desarrollo de antiparasitarios 
a partir de antitumorales y viceversa (Oliveira, 2015). La gran capacidad que presentan las 
quinonas para generar ROS ha sentado las bases para su investigación como antitumorales 
(Morales et al., 2013) y supone un especial atractivo en su aplicación como antichagásicos. 
El ciclo redox de las quinonas (Fig. 125) puede iniciarse mediante su reducción por 
la captación de 1 electrón cedido por el sistema NADPH-citocromo P450 reductasa, dando 
lugar a semiquinonas inestables. Estas moléculas transfieren electrones al O2, adquiriendo la 
estructura original de quinona y generando O2
●
, los cuales puede dar lugar a H2O2 a través 
de las SOD, seguido de la formación de HO
●
 en presencia de Fe
3+
 (reacción de Fenton). Todos 
los radicales generados pueden interaccionar con ADN, lípidos o proteínas, induciendo daño 
celular (Pinto y de Castro, 2009). 
La reducción de las quinonas mediante captación de 2 electrones es catalizada por 
la NAD(P)H-quinona oxidorreductasa (NQO1 o DT-diaforasa). Esta enzima reduce la 
generación de especies reactivas tóxicas, derivando la producción de radicales semiquinona 
hacia hidroquinonas y disminuyendo la formación de ROS por la célula. El desplazamiento de 
esta reacción hacia los mecanismos de detoxificación o la generación de estrés oxidativo 
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depende de la estabilidad de las hidroquinonas formadas y su mayor o menor capacidad de 
autoxidación (Pinto y de Castro, 2009). 
 
Fig. 125. Ciclo redox experimentado por las quinonas y generación de metabolitos tóxicos. SOD: 
superóxidodismutasa, CAT: catalasa. Fuente: adaptación del esquema propuesto por Pinto y de 
Castro (2009).  
En la búsqueda de nuevos compuestos con actividad tripanocida, se han evaluado 
numerosos prototipos con estructura de quinona frente a T. cruzi, encontrándose en la 
literatura multitud de ensayos realizados con derivados de naftoquinona (Pinto y de Castro, 
2009; Salomão et al., 2013; Prati et al., 2015). 
 De acuerdo con el potencial que muestran las quinonas para el desarrollo de 
agentes tripanocidas, se evaluó la actividad de una serie de derivados de síntesis, 
principalmente constituida por cromenopirazoldionas, cuyas propiedades antitumorales han 
sido previamente ensayadas (Morales et al., 2013, 2015). Asimismo, estudios previos 
realizados in silico han propuesto un buen perfil farmacocinético para estas moléculas, 
indicando su idoneidad para ser administradas oralmente (Morales et al., 2015), vía 
preferida en el desarrollo de fármacos para el tratamiento de las enfermedades tropicales 
desatendidas (Nwaka y Hudson, 2006). 
 Actividad in vitro sobre epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
De manera general, los derivados de quinona pertenecientes a la serie PM (Fig. 30) no 
presentaron una actividad relevante en epimastigotes (Fig. 91 y Tabla 45). Un estudio previo 
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realizado por Tapia et al. (2002) muestra la síntesis de una serie de moléculas con anillos de 
p-quinona y pirazol en sus estructuras y su evaluación en T. cruzi. No obstante, dicho 
trabajo concluye con una débil actividad de estos compuestos sobre epimastigotes de la 
cepa Tulahuen, equiparando únicamente dos de ellos la actividad del BZ.   
 En nuestro modelo, los compuestos PM199, PM203 y PM401 presentaron mejor 
valor de CI50 que el BZ. Estos derivados de p-cromenopirazoldiona (PM199 y PM401) y o-
cromenopirazoldiona (PM203) tienen en sus estructuras fragmentos que reconocemos en 
otros derivados de quinona como son la -lapachona y su isómero -lapachona. Tales 
compuestos, así como diversos derivados de síntesis, han mostrado una importante 
inhibición del crecimiento de epimastigotes de la cepa Tulahuen, ya sea por inducir la 
generación de ROS en el parásito a través del ciclo redox o inhibir su respiración celular 
(Salas et al., 2008).  
 Sin embargo, la actividad de PM199, PM203 y PM401 estuvo acompañada de un 
importante efecto tóxico sobre fibroblastos L929 (Fig. 92 y Tabla 45), probablemente 
vinculado a la producción de ROS en estas células. Recientemente se ha descrito un efecto 
antiproliferativo de las cromenopirazoldionas sobre diversas líneas tumorales de origen 
humano como HepG2, LNCaP y MDA-MB-231 (Morales et al., 2013, 2015). Un efecto similar 
podría ser el responsable de la citotoxicidad  registrada para la línea celular L929 (Sanford et 
al., 1948), mostrando una baja selectividad de estas moléculas hacia T. cruzi y en 
consecuencia, ninguna fue ensayada frente a amastigotes intracelulares. 
4.1.10. ACTIVIDAD TRIPANOCIDA in vitro DEL ALQUIL-LISOFOSFOLÍPIDO 
EDELFOSINA 
Los alquil-lisofosfolípidos (ALP) comprenden una serie de compuestos metabólicamente 
estables, entre los que se encuentran varias alquilfosfocolinas como la hexadecilfosfocolina 
(miltefosina), la 1-O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina (edelfosina, ET-18-OCH) o la 
1-hexadeciltio-2-metoximetil-rac-glicerofosfocolina (ilmofosina, BM 41.440). Tales análogos 
de síntesis han sido objeto de una importante investigación en el desarrollo de agentes 
antitumorales (Urbina, 2006); asimismo se ha demostrado su actividad in vitro e in vivo 
frente a T. cruzi y otros tripanosomátidos (Apt, 2010).  
La aplicación de los ALP como potencial terapia anticancerosa en humanos, ha 
facilitado información acerca de la farmacología, toxicología y tolerancia de estos 
compuestos, hecho que supone una ventaja en lo relativo al desarrollo de compuestos para 
el tratamiento de las enfermedades parasitarias tropicales (Santa-Rita et al., 2000). 
Concretamente, la miltefosina ha adquirido gran importancia como agente leishmanicida, 
siendo en la actualidad el único fármaco disponible para el tratamiento por vía oral de la 
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enfermedad visceral. Sin embargo, se ha observado una gran variabilidad entre las distintas 
especies de Leishmania en términos de susceptibilidad, así como efectos adversos a nivel 
gastrointestinal y un potencial riesgo teratogénico (Monge-Maillo y López-Vélez, 2015), que 
ha impulsado la investigación de otros ALP como antiparasitarios. 
En este contexto, previamente a este trabajo se ha demostrado la eficacia de la 
edelfosina frente a Leishmania spp. (Croft et al., 1996; Varela et al., 2012) y T. cruzi (Croft 
et al., 1996; Santa-Rita et al., 2000; Lira et al., 2001) aplicando diversos modelos in vitro. No 
obstante, no se han encontrado datos acerca de su actividad sobre las formas replicativas de 
la cepa CL Brener de T. cruzi.  
 Actividad in vitro en epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Los resultados de actividad obtenidos sobre epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ tras 72 h de 
tratamiento (Fig. 93), muestran una mejor actividad de la edelfosina (CI50 = 7,51 M) en 
comparación con el BZ (CI50 ca. 30 M). Estos resultados son comparables a los obtenidos 
por Santa-Rita et al. (2000) a las 72 h de tratar cultivos axénicos de T. cruzi cepa Y. Poco 
después, Lira et al. (2001) afirman no encontrar diferencias relativas a la proliferación de 
epimastigotes de las cepas EP e Y tratados con edelfosina. Asimismo, en un estudio 
realizado por Varela et al. (2012) se señala la actividad de varios ALP tras 72 h de incubación 
con promastigotes de Leishmania spp., siendo el perfil de actividad de la edelfosina en L. 
amazonensis (CI50 = 6,40 M) similar al obtenido sobre epimastigotes de T. cruzi. 
 El carácter anfipático de los ALP permite su interacción con componentes lipídicos 
asociados a las membranas celulares (Urbina, 2006). En los epimastigotes de T. cruzi, los 
ALP bloquean la síntesis de novo de fosfatidilcolina mediante una inhibición selectiva de la 
vía de Greenberg, minoritaria en células de mamífero, produciendo una alteración en la 
composición de fosfolípidos. La mayor concentración de ALP requerida para inhibir la vía de 
síntesis de fosfatidilcolina predominante en éstas células (vía de Kennedy), explica la 
selectividad de estos compuestos en su actividad antiparasitaria (Lira et al., 2001). 
 Como consecuencia de la alteración en los niveles basales de fosfolípidos, se ha 
observado una modificación en la composición de esteroles en epimastigotes tratados con 
diversos ALP (Lira et al., 2001). Siguiendo esta línea, se ha demostrado una acción sinérgica 
de estos compuestos en combinación con ketoconazol (Santa-Rita et al., 2005). 
 Las observaciones realizadas mediante MET y MEB en epimastigotes tratados con 
edelfosina, ya sea sola (Santa-Rita et al., 2000) o en combinación con ketoconazol (Santa-Rita 
et al., 2005), señalan a la membrana plasmática, los reservosomas y la mitocondria como 
potenciales dianas, y a las interferencias ocasionadas en el metabolismo lipídico como la 
causa última de su acción. 
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 Es importante mencionar que en nuestros ensayos la actividad de la edelfosina 
podría encontrarse parcialmente inhibida por la presencia de suero en los medios de cultivo. 
La frecuente unión a proteínas plasmáticas que experimentan los ALP supone una menor 
concentración de fármaco libre y en consecuencia, un “efecto protector” del suero frente a la 
toxicidad de estos compuestos sobre T. cruzi  (Santa-Rita et al., 2000, 2006). 
 Simultáneamente, se evaluó la potencial toxicidad de la edelfosina en cultivos de 
macrófagos J774 (Fig. 93). Previamente se ha demostrado que la edelfosina 10 M es 
incapaz de inducir apoptosis en dicha línea celular tras 24 h de incubación y provoca una 
muerte celular inferior al 15% tras 48 h de tratamiento (Varela et al., 2012). Este hecho se 
corroboró en los ensayos de citotoxicidad, donde el tratamiento con edelfosina 10 M 
durante 48 h supuso un %C = 15,25%. Una rápida inducción de la apoptosis en estas células, 
impediría su utilización como célula hospedadora en el posterior ensayo de actividad frente 
a amastigotes intracelulares (Varela et al., 2012). De manera similar, se ha demostrado que 
los fibroblastos L929 son resistentes a la acción proapoptótica de la edelfosina debido a una 
incorporación ineficaz de la misma junto con la ausencia de receptores Fas en estas células 
(Gajate et al., 2000). Sin embargo, la escasa captación de edelfosina por parte de las células 
L929 podría repercutir en su actividad sobre el parásito intracelular. Estas limitaciones no se 
han observado en los macrófagos J774 (Varela et al., 2012), resultando en este estudio 
idóneas para el desarrollo de las pruebas de citotoxicidad y de actividad en amastigotes. 
 Actividad in vitro frente a amastigotes 
En comparación con los resultados obtenidos en epimastigotes, la edelfosina mostró una 
actividad ligeramente superior frente a la forma intracelular de T. cruzi, alcanzando una CI50 
= 4,76 M (Fig. 94). Estudios previos han demostrado que el efecto producido por este 
fármaco sobre la proliferación de amastigotes axénicos de T. cruzi y diversas especies de 
Leishmania, es similar al inducido en epimastigotes y promastigotes, respectivamente (Croft 
et al., 1996; Varela et al., 2012). Igualmente, las concentraciones de edelfosina requeridas 
para inhibir la proliferación del ciclo intracelular de T. cruzi se encuentran en el mismo 
rango (Santa-Rita et al., 2000). No obstante, se ha registrado una mayor susceptibilidad del 
parásito cuando se emplean macrófagos como célula hospedadora (Croft et al., 1996). 
 En base a estos hallazgos, cabría suponer una acción de la edelfosina mediada por 
la generación de NO. Varios estudios indican la capacidad de estos ALP para activar 
macrófagos de manera inespecífica (Urbina, 2006). Sin embargo, estudios in vitro han 
demostrado que la incubación del fármaco con macrófágos J774, así como con cultivos 
primarios de éstas células, no genera niveles detectables de NO (Varela et al., 2012). 
Asimismo, experimentos realizados in vivo han mostrado un mantenimiento de la acción 
leishmanicida de los ALP en modelos murinos inmunodeficientes (Urbina, 2006). Estos 
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resultados sugieren que la actividad antiparasitaria de la edelfosina deriva de un efecto 
directo sobre el parásito y no de una acción inmunomoduladora, al no encontrarse el 
sistema inmune involucrado en su mecanismo de acción (Urbina, 2006; Varela et al., 2012).  
 El análisis ultraestructural de los daños desencadenados por la edelfosina en 
amastigotes axénicos, confirma que la membrana plasmática es la principal diana de este 
fármaco en T. cruzi  (Santa-Rita et al., 2006). 
4.2. Formulaciones de compuestos antichagásicos 
4.2.1. EVALUACIÓN DE DISPERSIONES SÓLIDAS DE BENZNIDAZOL SOBRE 
T. cruzi 
Las serias limitaciones que presentan los fármacos con baja solubilidad acuosa en términos 
de biodisponibilidad, supone un problema para su correcta administración, especialmente 
importante en aquellas enfermedades que a día de hoy presentan un limitado arsenal 
quimioterapéutico, como es la enfermedad de Chagas.  
 Actualmente, se están aplicando diversos recursos de tecnología farmacéutica en el 
desarrollo de nuevas formulaciones para el tratamiento de las enfermedades desatendidas 
(Durán et al., 2009), entre ellas la enfermedad de Chagas (Romero y Morilla, 2010; Salomón, 
2012). En este contexto, se han llevado a cabo estudios con BZ y NX, dirigidos a potenciar la 
actividad in vitro de ambos fármacos de referencia y reducir su citotoxicidad (Sánchez et al., 
2002; Lyra et al., 2012), así como a mejorar su eficacia in vivo (Maximiano et al., 2011). 
 Por otra parte, es importante destacar que ambos fármacos antichagásicos se hallan 
disponibles únicamente en formas de dosificación sólidas, encontrándose sus desventajas 
asociadas frecuentemente relacionadas con la absorción errática que a menudo presentan 
los fármacos de baja solubilidad (Lamas et al., 2006). Concretamente, el BZ presenta una 
baja solubilidad acuosa  0,4 mg/mL (Kasim et al., 2004)  más comprometida si cabe en los 
fluidos gástrico y entérico  0,237 mg/mL y 0,244 mg/mL, respectivamente  (Maximiano et 
al., 2010). El carácter hidrófobo que posee el BZ se encuentra muy probablemente conectado 
a su limitada actividad, debido a la influencia que ejercen los perfiles de disolución sobre la 
biodisponibilidad de los fármacos (Rasenack y Müller, 2002). 
 La Tecnología Farmacéutica señala a la producción de dispersiones sólidas (DS) 
como un método útil en la optimización de la liberación y/o absorción de fármacos 
hidrófobos con la consecuente mejora de su biodisponibilidad oral (Leuner y Dressman, 
2000), significando su aplicación al BZ una alternativa a considerar en la controvertida 
quimioterapia de la enfermedad de Chagas. Estos sistemas de liberación pretenden solventar 
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el carácter hidrófobo del fármaco mediante su dispersión en una matriz hidrófila o en un 
surfactante, modificando de esta manera sus propiedades fisicoquímicas para conseguir una 
mejor liberación y biodisponibilidad (García-Rodríguez et al., 2011; Tran et al., 2011). En 
este sentido, las DS habitualmente conducen a una mayor biodisponibilidad del fármaco que 
las formulaciones convencionales, debido al menor tamaño de partícula y a la mayor 
humectabilidad que adquiere el principio activo (Leuner y Dressman, 2000; Vasconcelos et 
al., 2007). Asimismo, las DS potencian la solubilidad del fármaco alterando su estructura 
cristalina hacia estructuras más amorfas (García-Rodríguez et al., 2011), requiriéndose una 
menor energía durante el proceso de disolución para romper tales estructuras (Janssens y 
van den Mooter, 2009). Conjuntamente, la introducción de sales biliares favorece la 
biodisponibilidad de estos fármacos incrementando su perfil de disolución en el tracto 
gastrointestinal (Kakemi et al., 1970), estando el uso de tales surfactantes ampliamente 
distribuido en estos estudios (Li y Hu, 2004; Manandhar et al., 2008; Chun et al., 2012). 
 Velocidad de disolución in vitro 
Como se ha venido comentando, el desarrollo de nuevas formulaciones de BZ, así como de 
cualquier fármaco de administración oral, debe implicar una optimización de su perfil de 
disolución y/o absorción, con el propósito de aumentar su biodisponibilidad y obtener un 
mejor efecto terapéutico (García-Rodríguez et al., 2011; Tran et al., 2011). El aumento de la 
superficie específica obtenido mediante reducción del tamaño de partícula, junto con la 
mayor humectabilidad del principio activo (Leuner y Dressman, 2000; Vasconcelos et al., 
2007), son algunas de las propiedades que contribuyen a potenciar la solubilidad acuosa del 
fármaco. Concretamente, el carácter tensoactivo que muestran las sales biliares, entre ellas 
el desoxicolato sódico (NaDC), ha impulsado su utilización en este tipo de sistemas (Otsuka 
et al., 1998; Li y Hu, 2004; Kim et al., 2011). La introducción de surfactantes evita además la 
recristalización del principio activo a su estructura cristalina original, un problema de 
estabilidad comúnmente asociado a las DS (Vasconcelos et al., 2007). 
 De acuerdo con los resultados, la velocidad de disolución del BZ experimentó un 
claro aumento tras el proceso de liofilización (Fig. 95A). Esta mejora en el perfil del BZ 
recristalizado (R-BZ) con respecto al del BZ materia prima es atribuida a una pérdida parcial 
de su estructura cristalina original, en la que el principio activo adquiere una estructura más 
amorfa (García-Rodríguez et al., 2011). Sin embargo, la incorporación de NaDC, generó una 
matriz insoluble que condujo a una liberación controlada del BZ originando perfiles de 
disolución más lentos con el aumento en la proporción de surfactante, tanto en las mezclas 
físicas (MF) como en las DS (Fig. 95). Como explicación a este hecho se asume la 
transformación que a pH gástrico sufre el NaDC (pKa 5,15) a su correspondiente ácido biliar, 
cuya precipitación o agregación sería la responsable de tal matriz insoluble, suponiendo una 
menor cesión del BZ en ambientes ácidos (Kim et al., 2011; Chun et al., 2012). Por otra 
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parte, el perfil de disolución de las DS fue más rápido que el de las MF, debido a los cambios 
estructurales y al menor tamaño de partícula que adquiere el BZ tras el proceso de 
liofilización (García-Rodríguez et al., 2011). Sin embargo, a la proporción 1:10, MF y DS 
presentaron perfiles similares, prevaleciendo el impacto negativo del NaDC sobre el tipo de 
formulación (Fig. 95). 
 A pesar de que concentraciones elevadas de NaDC provocaron perfiles de disolución 
in vitro más lentos, la incorporación de sales biliares podría promover la absorción del BZ a 
través de las vías paracelular y transcelular (Kim et al., 2011; Chun et al., 2012). Sin 
embargo, resulta imprescindible considerar la toxicidad que concentraciones elevadas de 
NaDC pueden generar in vitro e in vivo (Fry y Staffeldt, 1964; Szoka et al., 1987), habiéndose 
confirmado tal comportamiento in vitro en nuestros ensayos de citotoxicidad (Tabla 49). Con 
el fin de descartar un efecto sinérgico atribuido a una posible toxicidad del NaDC, se 
reformuló la DS más selectiva (DS-1:3) reemplazando el surfactante por hidroxipropilcelulosa 
de bajo peso molecular (L-HPC). Esta nueva DS presentó un perfil de disolución in vitro más 
rápido (Fig. 96) que el que mostraron todas las DS con NaDC (Fig. 95), probablemente 
asociado al mayor incremento de la superficie específica y a la mejor humectabilidad del BZ 
(García-Rodríguez et al., 2011; Tran et al., 2011), así como a una liberación del BZ 
independiente del pH del medio de disolución (Guo et al., 1998). 
 La caracterización fisicoquímica de las DS de BZ en NaDC o en L-HPC, mediante 
microscopía electrónica de barrido (Fig. 126 y 127), difracción de rayos X y calorimetría 
diferencial de barrido, confirmó una pérdida progresiva de la estructura cristalina del BZ en 
todas las DS, siendo ésta más acusada en presencia de NaDC (Palmeiro-Roldán et al., 2014). 
 
 
 
 
 
 
Fig. 126. MEB de las 
formulaciones de BZ en 
NaDC: (a) MF-1:3, (b) 
DS-1:3, (c) DS-1:1,5, y 
(d) DS-1:6. Fuente: 
Palmeiro-Roldán et al. 
(2014). 
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Fig. 127. MEB de las 
formulaciones de BZ: 
(a) materia prima, (b) 
R-BZ, (c) MF-1:3 BZ:L-
HPC y (d) DS-1:3 BZ:L-
HPC. Fuente: Palmeiro-
Roldán et al. (2014). 
 Actividad frente a epimastigotes y citotoxicidad inespecífica 
Los ensayos frente a epimastigotes se realizaron en medio LIT (pH 7,4), donde tanto el BZ 
materia prima como el R-BZ mostraron una actividad similar. Sin embargo, el aumento en el 
contenido de NaDC mejoró progresivamente los valores de CI50 (Tabla 48). Estos resultados 
sugieren una posible afectación de la permeabilidad de membrana en el parásito ocasionada 
por el surfactante, promoviendo de esta manera la entrada del BZ en los epimastigotes 
(Rangel-Yagui et al., 2007). Este efecto del NaDC sobre membranas biológicas justificaría 
igualmente la toxicidad sobre células L929 (evaluada en MEM a pH 7,2) observada para las 
formulaciones con mayor proporción de excipiente (DS-1:6 y SD-1:10). Por el contrario, la 
ausencia de citotoxicidad que mostraron las DS con bajo contenido de NaDC o L-HPC (Tabla 
49) podría deberse a la adecuada solubilidad del BZ en estos sistemas (Fig. 95 y 96). 
 Actividad frente a amastigotes intracelulares 
En la enfermedad de Chagas, la membrana plasmática de la célula hospedadora, así como la 
complejidad del entorno en el que se desarrolla el parásito intracelular, supone una barrera 
que en muchas ocasiones compromete la eficacia de los agentes tripanocidas a nivel de los 
amastigotes (Romero y Morilla, 2010). No obstante, la actividad que estas DS presentaron 
frente a amastigotes intracelulares (Tabla 50) fue superior a la obtenida en epimastigotes 
(Tabla 48). En este sentido, las propiedades surfactantes del NaDC podrían estar facilitando 
la difusión del BZ a través de membranas biológicas (González-Martín et al., 2000), 
reflejándose esta interacción en una leve mejora (P > 0,05) de los valores de CI50 con 
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respecto al obtenido por el BZ materia prima (Tabla 50). Sin embargo, ratios elevados de 
BZ:NaDC (DS-1:6 y DS-1:10) conllevaron peores actividades, con un efecto bloqueante del 
surfactante prevaleciendo sobre el de promoción de la permeabilidad. La leve acidificación 
que el medio extracelular experimenta durante el largo periodo de incubación que requieren 
los cultivos celulares en estos ensayos (McConnell et al., 1992) estaría relacionada con la 
menor cesión del BZ en ambientes ácidos (Chun et al., 2012) y por tanto, con la pérdida de 
actividad sobre amastigotes sufrida por las DS-1:16 y DS-1:10. 
 Actividad in vivo 
De acuerdo con los resultados de actividad in vitro, la DS-1:3 (BZ:NaDC) se seleccionó para 
su evaluación en un modelo murino de infección aguda (Romanha et al., 2010) y se ensayó 
la DS-1:6 a fin de corroborar la pérdida de actividad experimentada por esta formulación. 
Asimismo, se incluyó en el ensayo la DS-1:3 en L-HPC, asumiendo que ésta podría presentar 
una importante actividad in vivo de acuerdo con su excelente perfil de disolución. 
 En esta ocasión, los ensayos de actividad in vivo se realizaron en grupos de 
hembras NMRI. Como se ha comentado anteriormente y tal y como queda reflejado en los 
diferentes ensayos in vivo presentados en esta memoria, los machos Swiss se muestran más 
susceptibles que las hembras a la infección con T. cruzi cepa Y, presentando habitualmente 
niveles de parasitemia más elevados y una mayor mortalidad durante la fase aguda (Guedes-
da-Silva et al., 2015). Sin embargo, se ha demostrado también que la sensibilidad que 
presentan estos ratones al tratamiento con BZ es mayor en el caso de las hembras (Guedes-
da-Silva et al., 2015), motivo por el que fueron seleccionadas en este estudio para comparar 
la eficacia de las DS del fármaco de referencia. 
 Debido a que en el modelo experimental aplicado la dosis del BZ habitualmente 
administrada (100 mg/kg/día) reduce drásticamente los niveles de parasitemia (ver ensayos 
de actividad in vivo: Fig. 45, 55, 66, 73, 80 y 83), hecho que dificultaría la apreciación de 
cualquier mejora en su actividad como consecuencia de las distintas formulaciones, se 
seleccionó la dosis de 25 mg/kg/día a fin de establecer una mejor comparación entre las 
parasitemias registradas en los diferentes grupos de tratamiento. 
 A pesar de que ninguna de las DS en NaDC fue aparentemente tóxica en dosis de 25 
mg/kg/día administradas durante 5 días consecutivos, es importante destacar la inocuidad 
que inicialmente presentan los derivados de celulosa (L-HPC) junto con los resultados de 
actividad in vivo obtenidos por dicha DS. 
 Como matriz polimérica, la HPC origina DS que mantienen al principio activo en un 
estado amorfo, generando sistemas más efectivos debido a la inestabilidad termodinámica 
adquirida (Vasconcelos et al., 2007) y en consecuencia, de mayor solubilidad. La gran 
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humectabilidad que proporcionan los derivados de celulosa ha promovido su aplicación en el 
desarrollo experimental de sistemas de liberación de fármacos de limitada solubilidad 
acuosa (Tran et al., 2011), como algunos antiparasitarios (García-Rodríguez et al., 2011). La 
L-HPC proporciona una considerable dispersión del principio activo en la matriz, logrando la 
máxima solubilidad para este tipo de fármacos (Tran et al., 2011). En nuestros estudios, el 
bajo peso molecular de la HPC empleada proporcionó el perfil de disolución más rápido a las 
DS (Fig. 96), alcanzando además una mejor actividad (%AUPC = 96,65%) en comparación con 
la equivalente DS en NaDC (%AUPC = 91,93%). Tal impacto sobre los niveles de parasitemia 
(Fig. 97) se correlaciona con la cinética de liberación del BZ observada en el ensayo de 
disolución in vitro: a mayor velocidad de disolución (DS-1:3 en L-HPC > BZ materia prima > 
DS-1:3 en NaDC), mayor reducción en la parasitemia (%AUPC DS-1:3 en L-HPC > %AUPC BZ 
materia prima > %AUPC DS-1:3 en NaDC). Este efecto fue más evidente en el 12º d.p.i., 
donde la parasitemia del grupo tratado con la DS formulada en celulosa fue 
significativamente menor a la del grupo tratado con la DS en NaDC (P < 0,05). 
 A propósito de la DS-1:6, se registró una pérdida de actividad in vivo (%AUPC = 
83,14%), correlacionándose con los resultados adquiridos por esta formulación en otros 
entornos ácidos, como son el medio empleado en el ensayo de velocidad de disolución y el 
medio de cultivo celular tras 7 días de incubación (Fig. 95, Tabla 50). No obstante, a pesar 
de que las DS en NaDC mejoraron el perfil de actividad del BZ in vitro en comparación con el 
del BZ materia prima, las parasitemias obtenidas en el modelo in vivo fueron similares (Fig. 
97). A nivel intestinal, las sales biliares no conjugadas como el NaDC presentan menor 
solubilidad acuosa que las conjugadas que de manera fisiológica se encuentran en dicha 
localización, pudiendo afectar a la absorción de fármacos desarrollados como formas sólidas 
(Holm et al., 2013), hecho que argumentaría las semejanzas encontradas entre la actividad 
in vivo de las DS y del BZ materia prima. 
 Con respecto a la supervivencia de los animales, ninguno de los ratones sometidos 
a tratamiento murió durante la fase aguda, al contrario que los no tratados (Fig. 98). 
Asimismo, ninguno mostró signos aparentes de toxicidad aguda a la dosis administrada. De 
manera conjunta, estos hechos señalan que las DS evaluadas son bien toleradas en ratón a la 
posología establecida, reducen sustancialmente la parasitemia y protegen frente a la 
mortalidad asociada al modelo murino aplicado. 
4.2.2. EVALUACIÓN DE DISPERSIONES SÓLIDAS DE DERIVADOS DE 5-
NITROINDAZOL SOBRE T. cruzi 
Una vez seleccionada la L-HPC como el excipiente más idóneo para el desarrollo de DS de 
agentes antichagásicos de baja solubilidad acuosa (Palmeiro-Roldán et al., 2014; Fonseca-
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Berzal et al., 2015b), se elaboraron nuevas DS de los derivados 2-bencil-1-propil- (VATR1) y 
2-bencil-1-butil-5-nitroindazolinona (VATR3), previamente evaluados frente a T. cruzi.  
 Con respecto al polímero, el peso molecular de la HPC puede variar en función del 
grado de polimerización (n) del esqueleto de glucosa (Fig. 36), lo que a su vez controla la 
viscosidad del sistema influyendo en la velocidad de liberación del principio activo. Mientras 
que los polímeros de elevada viscosidad se utilizan en el desarrollo de formas de liberación 
controlada, aquellos que presentan bajo peso molecular y por tanto bajo grado de 
viscosidad, como la L-HPC, suponen un aumento en la velocidad de liberación del principio 
activo (Guo et al., 1998; Sharma et al., 2009). 
 Los derivados VATR1 y VATR3 se seleccionaron para este estudio de acuerdo con 
su destacable actividad in vitro e in vivo (Vega et al., 2012; Fonseca-Berzal et al., 2014b; 
Fonseca-Berzal et al., 2015a) habiéndose presentado sus resultados en el apartado 3.1.1. A 
pesar de que ninguno de estos compuestos viola las reglas de Lipinski, prediciéndose por 
tanto una adecuada biodisponibilidad oral, su carácter relativamente lipófilo con valores de 
LogP = 3,617 (VATR1) y 4,176 (VATR3) (Ibáñez-Escribano et al., 2015) así como su baja 
solubilidad acuosa  0,02 mg/mL para VATR1 y 0,01 mg/mL para VATR3  sugieren un 
comportamiento más hidrófobo que el que muestra el BZ  LogP = 0,778 (Fonseca-Berzal et 
al., 2013, 2014a) y 0,4 mg/mL (Kasim et al., 2004) , señalando a ambos derivados como 
perfectos candidatos para el desarrollo de nuevas DS. 
 Velocidad de disolución in vitro y actividad tripanocida in vivo 
Las distintas DS se evaluaron en el modelo murino de enfermedad de Chagas aguda habitual 
(Romanha et al., 2010), mediante administración oral de dosis bajas (12,5 mg/kg/día) de 
ambos compuestos durante 5 días consecutivos. 
 La actividad in vivo de todas las formulaciones se evaluó en grupos de machos 
NMRI. Como se ha comentado anteriormente, la susceptibilidad de los machos a la infección 
por T. cruzi es habitualmente superior a la que muestran las hembras (Guedes-da-Silva et al., 
2015). Sin embargo, los niveles de parasitemia de estos animales fueron los más bajos de 
entre todos los experimentos realizados. Igualmente, se observó un retraso en el pico de 
máxima parasitemia, alcanzándose en el 12º d.p.i. (Fig. 100 y 103). Tales variaciones en las 
curvas de parasitemia podrían ser consecuencia del mayor peso corporal que presentaron 
los ratones al inicio de estos ensayos (Sampson-Ward y Urdaneta-Morales, 1988). 
 Con respecto a VATR1, los resultados obtenidos con las DS muestran una 
importante mejora en la eficacia de este derivado con la incorporación de L-HPC en las 
formulaciones: %AUPC = 53,80, 82,25 y 81,05%  para materia prima, DS-1:2,5 y DS-1:10, 
respectivamente (Fig. 100). No obstante, esta correlación fue más evidente en el caso de 
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VATR3 (Fig. 103), cuyo perfil de actividad mejoró progresivamente con el incremento de la 
proporción de L-HPC en las DS: %AUPC = 24,51% (materia prima), 61,12% (DS-1:2,5) y 85,42% 
(DS-1:10). Comparando los resultados de actividad de ambos derivados, la menor solubilidad 
acuosa que posee VATR3 obligó a incorporar una mayor proporción de excipiente para 
potenciar la misma y en consecuencia su actividad, bastando el ratio 1:2,5 para superar el 
80% de eficacia en el caso de VATR1 y requiriéndose una proporción 1:10 para conseguir un 
efecto equiparable con el derivado VATR3.  
 Correlacionando estos resultados con los obtenidos en el ensayo de velocidad de 
disolución (Fig. 99 y 102), la escasa diferencia en el porcentaje de VATR1 liberado que 
mostraron las DS-1:2,5 y DS-1:10 una vez concluidas las 3 h de ensayo (62,40 ± 0,50% y 
79,75 ± 5,98%, respectivamente) quedó reflejada en una actividad in vivo semejante para 
ambas formulaciones: %AUPC = 82,25 y 81,05%, respectivamente. De manera similar, las DS-
1:5, DS-1:10 y DS-1:20 de VATR3 liberaron alrededor del 7080% de derivado una vez 
finalizado el ensayo, presuponiéndose una actividad in vivo similar de las mismas. Este 
hecho motivó el desarrollo de una nueva DS-1:2,5 para este derivado, asumiéndose una 
liberación más sostenida de VATR3 a partir de este sistema y en consecuencia, establecer 
una mejor comparación de los resultados de actividad in vivo. 
 Centrándonos en los resultados logrados el día de máxima parasitemia, las 
reducciones que se consiguieron tras administrar dosis de 12,5 mg/kg/día de ambos 
derivados así como de sus respectivas formulaciones (Fig. 100 y 103), fueron superiores a 
las obtenidas con dosis de 100 mg/kg/día (Fig. 45). A pesar de que los picos de parasitemia 
se presentaron en días distintos, apareciendo en este estudio una vez administrado el 
tratamiento completo (12º d.p.i.) y tras administrar 3 dosis en el ensayo anteriormente 
referido (8º d.p.i.), la limitada solubilidad acuosa de estos derivados estaría afectando a la 
cantidad de fármaco disponible, siendo ésta en el tratamiento con 100 mg/kg/día menor a 
la presumiblemente administrada en cada dosis. 
 En este contexto, se han llevado a cabo estudios previos en los que la escasa 
solubilidad acuosa de varios derivados de 5-nitroindazol ha sido solventada mediante su 
inclusión en ciclodextrinas, persiguiendo un aumento en su biodisponibilidad y actividad 
tripanocida (Jullian et al., 2008; Pérez-Cruz et al., 2009). Sin embargo, estos trabajos no 
incluyen ensayos biológicos que corroboren el mejor perfil de actividad de los 5-
nitroindazoles, fruto de las aproximaciones teóricas y experimentales realizadas. 
 En nuestro estudio, los resultados de actividad biológica fueron consistentes con los 
obtenidos en los ensayos de disolución in vitro. De esta manera, la mayor velocidad de 
liberación que presentan los derivados VATR1 y VATR3 a partir de las formulaciones en L-
HPC, conduce a un aumento en su actividad antiparasitaria (García-Rodríguez et al., 2011; 
Palmeiro-Roldán et al., 2014). 
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4.3. Modelos QSAR/ADL de predicción de actividad tripanocida 
4.3.1. CONSTRUCCIÓN DE LA BASE DE DATOS 
La base de datos (BD) creada para la confección de los modelos QSAR/ADL de predicción de 
actividad se constituyó inicialmente por 1.308 moléculas evaluadas frente a T. cruzi, 759 
activas y 549 inactivas, recopiladas a través de búsqueda bibliográfica utilizando diversas 
fuentes (apartado 2.3.1.). Esta BD comprende un mayor número de moléculas que otras 
utilizadas en estudios in silico anteriores (Montero-Torres et al., 2005; Vega et al., 2006; 
Castillo-Garit et al., 2010, 2011, 2012). Mediante un análisis de sus estructuras, se retiraron 
un total de 71 moléculas de la BD inicial (Tabla 51), entre las cuales 20 se encontraban 
repetidas y 3 mostraban errores en sus estructuras. Esta exploración es importante debido a 
que la presencia en la BD de estructuras duplicadas o erróneas puede afectar negativamente 
al correcto desarrollo de los modelos de predicción (Dearden et al., 2009). 
Es importante mencionar que la complejidad que muestra el ciclo biológico de T. 
cruzi y su progresión a epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes, hace que las pruebas 
de cribado farmacológico a menudo se realicen frente a las tres formas del parásito, las 
cuales presentan distinta susceptibilidad a los compuestos antichagásicos (Maya et al., 
1997; Moraes et al., 2014). Estas diferencias también se acusan entre las distintas cepas y 
clones pertenecientes a los seis DTU (Zingales et al., 2014). Esta variabilidad junto con la 
diversidad de protocolos experimentales que existe actualmente para la evaluación de 
compuestos potencialmente tripanocidas dificulta la construcción de la BD, pieza 
fundamental para el desarrollo posterior de los modelos QSAR/ADL.  
Con el objetivo de confeccionar una BD lo más homogénea posible y puesto que 
nuestro protocolo de cribado secuencial in vitro realiza el cribado farmacológico primario 
sobre cultivos de epimastigotes, se recopilaron datos de actividad de compuestos evaluados 
in vitro frente a dicha forma extracelular de T. cruzi. Independientemente de la cepa sobre la 
que se reportase la actividad, se estableció como criterio general de actividad/inactividad 
presentar un IS > 10 o un valor de CI50 < 30 µM, de acuerdo con los resultados obtenidos por 
el BZ en los ensayos frente a epimastigotes de la cepa CL-B5 lacZ bajo las condiciones 
descritas anteriormente en el apartado 2.1.8.6. Diversos estudios sugieren que en el caso de 
los epimastigotes no existe una clara asociación entre la sensibilidad que el parásito muestra 
a los fármacos de referencia y el DTU al que pertenece (Boiani et al., 2006; Moreno et al., 
2010; Zingales et al., 2014; Fonseca-Berzal et al., 2015a), apoyándose de esta manera que el 
punto de corte establecido en la BD para clasificar un compuesto como activo o inactivo, 
fuera siempre el mismo sin considerar la cepa de T. cruzi. Esta BD incluye a su vez la 
publicada por DNDi y disponible en CheMBL (https://www.ebi.ac.uk/chemblntd/download/# 
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dndi_dataset_chagas, acceso: marzo de 2012) cuyos datos de actividad se refieren a ensayos 
realizados en células infectadas con parásitos pertenecientes a la cepa Tulahuen lacZ y para 
la que se mantuvo el mismo criterio de inclusión. Habitualmente, a través de los protocolos 
de cribado farmacológico se detectan sólo unos pocos compuestos activos frente a una gran 
cantidad de inactivos (Chang et al., 2013). Sin embargo, dicha inactividad no suele ser 
objeto de publicaciones científicas. Ante esta situación y debido a la escasez de compuestos 
inactivos descritos en la literatura, fue necesario recurrir a la incorporación en este grupo de 
139 compuestos con otros usos farmacológicos y presumiblemente inactivos frente a T. 
cruzi de acuerdo con los resultados obtenidos en varios estudios in silico previos (Castillo-
Garit et al., 2010, 2011, 2012). A pesar de ser clasificadas como inactivas, la ausencia de 
corroboración experimental para estas 139 moléculas conlleva la posibilidad de que algunas 
realmente no lo sean y den lugar a mecanismos de acción en el parásito no detectados 
virtualmente, pudiendo este hecho afectar a la clasificación final del grupo de compuestos 
inactivos (Castillo-Garit et al., 2012; Martins Alho et al., 2014). 
Por último, en la creación de la BD es necesario dividir ésta en las respectivas series 
de entrenamiento (SE) y predicción (SP). Mientras que sobre la primera se construyen 
estrictamente los modelos de predicción, la segunda es responsable de la evaluación de su 
poder predictivo mediante procedimientos de validación externa. Es importante que el 
modelo se valide con un conjunto amplio de moléculas que no se encuentren incluidas en la 
SE, recomendándose que al menos el 20% del total de moléculas de la BD constituya la SP 
(Gramatica, 2007), habiéndose retirado el 25% de las mismas en este estudio (Fig. 105). 
4.3.2. DESARROLLO DE MODELOS QSAR/ADL DE PREDICCIÓN DE 
ACTIVIDAD TRIPANOCIDA 
Mediante la aplicación de técnicas computacionales, un modelo QSAR establece una relación 
estructura-actividad a través de una ecuación matemática que viene determinada por un 
conjunto de moléculas de actividad conocida. Dicha relación puede establecerse calculando 
multitud de descriptores moleculares (DM) variados así como empleando diferentes métodos 
estadísticos, de modo que la ecuación obtenida (función discriminante) se utiliza para 
predecir la actividad de nuevas moléculas (Weaver y Gleeson, 2008). 
Una vez elaborada la BD y definidas las SE y SP (apartado 2.3.1.1.) se procedió con 
la obtención de las correspondientes funciones discriminantes que permiten clasificar los 
compuestos como activos o inactivos. Se desarrollaron un total de 45 modelos de predicción 
QSAR/ADL a partir de las diez propiedades atómicas que implementa la versión utilizada del 
programa TOMOCOMD-CARDD (masa atómica, electronegatividad, polarizabilidad, volumen 
de van der Waals, LogP, carga, dureza, área de superficie polar, refractividad y blandura) por 
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cada una de las cuatro matrices de adyacencia a su vez disponibles: no estocástica (NS), 
estocástica (SS), doble estocástica (dS) y de probabilidad mutua (PM). De esta manera se 
incrementó el número de modelos en relación a otros trabajos anteriores, en los que éstos 
se crean a partir de cuatro propiedades atómicas (masa atómica, electronegatividad, 
polarizabilidad y volumen de van der Waals) y dos matrices de adyacencia (NS y SS) (Montero-
Torres et al., 2005; Vega et al., 2006; Castillo-Garit et al., 2010, 2011, 2012). 
La selección de DM adecuados presenta un claro impacto sobre el desarrollo de los 
modelos y su calidad de predicción (Chang et al., 2003). En esta ocasión los modelos se 
confeccionaron a partir de DM de índice lineal basados en relaciones de átomos y su calidad 
se estudió de acuerdo con los parámetros estadísticos comúnmente utilizados en la 
evaluación de algoritmos de predicción: coeficiente de correlación de Matthews (C), 
exactitud total (Q), sensibilidad (S), especificidad (E) y razón de falsa alarma (RFA) (Baldi et 
al., 2000). Cabe mencionar que dicho trabajo propone a la E como la probabilidad de que 
una predicción positiva sea correcta (o lo que es lo mismo, como el valor predictivo 
positivo), habiéndose recurrido a esta definición en anteriores estudios de predicción de 
actividad (Montero-Torres et al., 2005; Vega et al., 2006; Castillo-Garit et al., 2010, 2011, 
2012, 2015). Sin embargo, en el presente trabajo se mantuvo la definición clásica de E, la 
cual se refiere a la probabilidad de clasificar correctamente un caso negativo (en este caso, 
un compuesto inactivo) y se prefirió la inclusión del parámetro precisión (Prec) como 
indicador del valor predictivo positivo (Tabla 5).  
 Los 45 modelos QSAR/ADL obtuvieron valores de Q superiores al 80,52% y de C 
mayores de 0,60 para las SE y SP, alcanzándose los valores máximos con el modelo 45. Con 
respecto a estos parámetros, el valor de C se considera más eficaz para evaluar su poder 
predictivo, al medir la correlación lineal existente entre las variables independientes (DM) y 
la dependiente (clasificación) en la ecuación discriminante (Baldi et al., 2000; Castillo-Garit et 
al., 2012). La RFA también resulta indispensable para evaluar la calidad de los modelos, 
debido a que refleja el número de compuestos clasificados erróneamente como activos por 
el sistema (falsos positivos, FP) y su valor debe ser lo más bajo posible para no interferir en 
el cribado virtual (CV), siendo inferior al 31,30% para las SE y SP en estos modelos.  
 Otros parámetros como la λ de Wilks y el cuadrado de la distancia de Mahalanobis 
(D
2
) determinan la calidad de la función discriminante, indicando el primero de ellos la 
capacidad de discriminación global que muestra el sistema clasificador adquiriendo valores 
desde 0 (discriminación perfecta) hasta 1 (ausencia de discriminación), mientras que la D
2 
mide
 
la separación existente entre el grupo de compuestos activos e inactivos y por tanto es 
preferible que adopte valores elevados (Casañola-Martín et al., 2015). En general, todos los 
modelos mostraron parámetros estadísticos adecuados para ambas SE y SP (Tabla 52), 
destacando entre todos ellos el modelo 45. Como resume la Tabla 73, sus resultados fueron 
comparables a los obtenidos previamente con otros modelos QSAR/ADL de predicción de 
Discusión 
 
 
- 323 - 
 
actividad tripanocida construidos con DM de índices lineal (IL), bilineal (IBL) o cuadrático (IQ) 
y basados en relaciones de átomos o de enlaces (Vega et al., 2006; Castillo-Garit et al., 
2010, 2011, 2012). 
Tabla 73. Comparación del modelo 45 con otros modelos QSAR/ADL de la literatura empleados para 
el CV de compuestos potencialmente tripanocidas. 
Mod. Índice 
SE SP 
λ 
Wilks 
D
2
 Fuente 
C
 
Q
 
S
 
RFA
 
C
 
Q
 
S RFA 
45 ILBA-Gral 0,84 92,03 92,60 8,71 0,80 89,94 89,27 9,16 0,32 8,69  
Ec. 1 IQBANS-E 0,87 93,06 92,31 4,92 0,88 94,23 95,24 3,33 0,36 7,10 
a
 
Ec. 1 ILBANS-E 0,91 95,45 92,86 2,63 1,00 100 100 0,00 0,32 8,27 
b 
Ec. 1 IQBENS-E 0,86 93,35 98,33 ND 0,90 95,74 100 ─ 0,35 8,10 
c 
Ec. 2 IQBESS-M 0,73 87,57 87,50 ND 0,69 86,17 91,30 ─ 0,50 4,41 
c 
Ec. 1 ILBENS-P 0,79 90,46 89,17 ND 0,83 92,55 100 ─ 0,40 6,33 
d 
Ec. 2 ILBESS-M 0,82 91,33 92,50 ND 0,79 90,43 100 ─ 0,43 5,61 
d 
Ec. 1 IBLBANS 0,76 89,02 85,83 9,29 0,67 85,11 91,30 16,90 0,42 5,97 
e 
Ec. 2 IBLBASS 0,77 89,60 85,33 9,73 0,66 88,30 95,65 14,08 0,45 5,36 
e 
Ec. 1 IBLBENS 0,73 87,86 84,17 10,18 0,67 86,17 86,96 14,08 0,46 5,17 
f 
Ec. 2 IBLBENS 0,70 86,42 83,33 11,95 0,69 86,17 91,30 15,49 0,51 4,22 
f 
a 
Montero-Torres et al. (2005). 
b 
Vega et al. (2006). 
c
 Castillo-Garit et al. (2010). 
d
 Castillo-Garit et al. 
(2011). 
e
 Castillo-Garit et al. (2012). 
f
 Castillo-Garit et al. (2015). 
 De acuerdo con los principios establecidos por la OECD (Organization for Economic 
Cooperation and Development) para la validación de modelos QSAR, estos estudios deben 
contemplar los siguientes aspectos (Gramatica, 2007; Dearden et al., 2009): 
− Un punto de medición definido: en este caso, la clasificación de compuestos activos e 
inactivos frente a T. cruzi mediante su valor de CI50. Idealmente, los modelos QSAR deben 
desarrollarse a partir de BD homogéneas en las que los datos experimentales provengan 
de un único protocolo estandarizado. Sin embargo y como se ha comentado en el punto 
anterior, es difícil llevar a la práctica la creación de BD homogéneas y frecuentemente se 
recurre a la combinación de datos obtenidos a partir de distintas metodologías. 
− Un algoritmo no ambiguo: en este trabajo se estableció una metodología bien definida 
basada en: (i) la creación de una BD y definición del criterio de actividad/inactividad, (ii) la 
construcción de las SE y SP, (iii) el cálculo de DM de índice lineal basados en relaciones de 
átomos aplicando las diez propiedades atómicas y las cuatro matrices del programa 
TOMOCOMD-CARDD y (iv) la obtención de la función de clasificación aplicando el análisis 
discriminante lineal (ADL) realizado a través del programa STATISTICA (versión 10, 
Statsoft) como método matemático para discriminar la actividad de las moléculas de 
acuerdo con los DM obtenidos a partir de su estructura química. 
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− Un dominio de aplicación (DAp) definido: el DAp se define como una región teórica del 
espacio químico determinada por los DM de cada modelo y el punto de medición, 
dependiendo por tanto de la naturaleza de los compuestos que forman la SE. En otras 
palabras, el DAp de un modelo QSAR mide el rango de tolerancia que el sistema posee 
para una nueva molécula, de modo que sus predicciones sólo resultan fiables para 
aquellos casos que se encuentran dentro del DAp para el que han sido desarrollados. La 
necesidad de concretar un DAp señala que los modelos QSAR muestran una serie de 
limitaciones relacionadas con las estructuras químicas, propiedades fisicoquímicas y 
mecanismos de acción a partir de las que realizan las correspondientes predicciones 
(Castillo-Garit et al., 2012; Martins Alho et al., 2014).  
− Medidas apropiadas de robustez y predictibilidad (procedimientos de validación interna y 
externa, respectivamente): la robustez de los modelos QSAR seleccionados para el CV se 
confirmó mediante las técnicas de validación cruzada (LGO, Leave-Group-Out) y 
aleatorización de la variable respuesta (Y-scrambling), mientras que la calidad y poder 
predictivo de todos ellos quedó reflejada a través de los parámetros estadísticos 
obtenidos para la SP.  
− Una interpretación mecanicista, si es posible: en este caso no podemos proporcionar una 
interpretación mecanicista debido a que los modelos de predicción fueron construidos 
únicamente para obtener la clasificación de los compuestos como activos o inactivos y su 
selección fue llevada a cabo de acuerdo con el ajuste estadístico de los mismos. 
4.3.3. CONSTRUCCIÓN DEL SISTEMA MULTICLASIFICADOR 
Tras obtener los correspondientes modelos QSAR/ADL, se exploró su combinación formando 
un sistema multiclasificador (SMC) o ensamble con el propósito de potenciar el poder de 
predicción de los clasificadores individuales. El estudio de la diversidad de los modelos es 
fundamental para la confección del correspondiente SMC, ya que uno de los aspectos sobre 
los que recae la calidad del ensamble reside en partir de clasificadores individuales que 
además de precisos sean lo más diversos posible (Shipp y Kuncheva, 2002; Kuncheva y 
Whitaker, 2003). De esta manera y mediante el programa DASDE, a partir de los 45 modelos 
de predicción se seleccionaron únicamente 16 en base a los resultados obtenidos con las 
distintas medidas de diversidad que implementa (Tabla 53).  
 Como estrategia de combinación para la obtención del SMC el programa DASDE se 
basa en la fusión de clasificadores, la cual asume que todos los modelos son competitivos y 
complementarios, o lo que es lo mismo, igualmente expertos (Meneses Gómez y Cedré 
Gutiérrez, 2013). De esta manera, las salidas proporcionadas por los distintos clasificadores 
individuales (P%) son utilizadas como entradas del SMC para obtener la clasificación final 
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del sistema (Martins Alho et al., 2014) y su combinación para proceder con esta estrategia 
puede llevarse a cabo mediante distintas reglas como el voto mayoritatio o diversos métodos 
estadísticos (Shipp y Kuncheva, 2002; Kuncheva y Whitaker, 2003). A partir de los métodos 
de combinación que incorpora el programa DASDE (voto mayoritario, promedio, mínimo, 
máximo y mediana) y aplicando siempre el principio de parsimonia, fueron seleccionados de 
manera sucesiva un primer SMC constituido por tres modelos individuales (denominado 
SMC1) y en un posterior ensamble dos nuevos SMC (SMC2 y SMC3). 
 Con respecto al SMC1, el mejor ensamble resultó con los modelos 10, 22 y 29 
aplicando como regla de combinación el promedio (Fig. 106), de modo que la clasificación 
final proporcionada por el SMC1 surgió de la media de las clasificaciones obtenidas por cada 
modelo individual que lo constituye. Cabe destacar que en esta ocasión al aplicar el principio 
de parsimonia y seleccionar el SMC con menor número de clasificadores, el modelo 45 
quedó fuera del SMC1, no así el modelo 22 el cual muestra un perfil prácticamente idéntico 
al del anterior (Tabla 52). En la validación del SMC1, los tres modelos mostraron robustez y 
calidad de predicción de acuerdo con los resultados obtenidos en las correspondientes 
validaciones internas y externa. (Fig. 107112).  
 Como alternativas al SMC1, en un posterior ensamble se identificaron los SMC2 y 
SMC3, constituidos respectivamente por los modelos 21, 22 y 29 y por los modelos 22, 29 y 
45 (Fig. 113). Mientras que el SMC2 empleó el voto mayoritario para proporcionar la 
clasificación final de acuerdo con las clasificaciones obtenidas por los tres modelos, en el 
SMC3 se recurrió de nuevo al promedio como método de combinación de los clasificadores 
individuales. En ambos SMC los procesos de validacion interna y externa efectuados sobre 
los modelos que los integran, corroboraron la robustez y el poder predictivo de los mismos 
(Fig. 114117).  
 Es importante mencionar que tanto el SMC1, como los SMC2 y SMC3, se 
seleccionaron para ser aplicados en el CV en función de sus parámetros estadísticos, de 
acuerdo con los cuales los tres sistemas ensamblados mejoraron aquellos obtenidos por el 
modelo 45, el cual fue establecido como cut-off. Como muestra la Tabla 74, los tres SMC 
optimizaron los parámetros estadísticos referidos a la SE de los respectivos modelos que los 
integran. De este modo se satisfizo el principal objetivo de los SMC al suponer una mejora 
en los clasificadores individuales o modelos con el fin de obtener mejores predicciones en el 
análisis (Meneses Gómez y Cedré Gutiérrez, 2013). Sin embargo, las escasas diferencias 
detectadas en los resultados estadísticos de los tres SMC obtenidos respectivamente para la 
SE (Tablas 54 y 63) y la SP (Tablas 55 y 64), permitieron presuponer que los SMC1, SMC2 y 
SMC3 mostrarían un comportamiento bastante similar en lo relativo al CV. 
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Tabla 74. Comparación de los parámetros estadísticos obtenidos para la SE de los distintos SMC y 
los modelos individuales que integran cada uno. 
Modelo C Q S E RFA Precisión 
10 0,67 83,75 83,68 83,83 16,17 87,15 
22 0,83 91,71 92,41 90,80 9,20 92,94 
29 0,78 89,24 90,51 87,56 12,44 90,51 
SMC1 10_22_29 0,85 92,47 92,98 91,79 8,21 93,69 
 
Modelo C Q S E RFA Precisión 
21 0,69 84,61 84,25 85,07 14,93 88,10 
22 0,83 91,71 92,41 90,80 9,20 92,94 
29 0,78 89,24 90,51 87,56 12,44 90,51 
SMC2 21_22_29 0,84 92,14 92,41 91,79 8,21 93,65 
 
Modelo C Q S E RFA Precisión 
22 0,83 91,71 92,41 90,80 9,20 92,94 
29 0,78 89,24 90,51 87,56 12,44 90,51 
45 0,84 92,03 92,60 91,29 8,71 93,31 
SMC3 21_29_45 0,84 92,25 92,41 92,04 7,96 93,83 
C: coeficiente de correlación de Matthews, Q: exactitud, S: sensibilidad, E: especificidad, RFA: razón 
de falsa alarma. 
4.3.4. CRIBADO VIRTUAL DE LAS SERIES DE SÍNTESIS 
Finalmente, como corroboración experimental adicional de los sistemas QSAR/ADL y de los 
respectivos SMC, se llevó a cabo el CV de 148 moléculas pertenecientes a las series de 
síntesis evaluadas previamente y cuyas estructuras han sido presentadas en el apartado 
2.1.7.1. de esta memoria: derivados de 5-nitroindazol, tetrahidroquinolinas, derivados de 
cloroquina, tiadiazinas, quelantes heterocíclicos y cromenoazoldionas. 
 A pesar de los excelentes resultados obtenidos en la confección de los modelos y 
de los tres SMC, el CV de las moléculas de síntesis generó resultados discordantes con 
respecto a los obtenidos en los ensayos in vitro frente a epimastigotes. Resultan 
especialmente llamativos los valores de C logrados en la estadística global del CV (Tablas 62 
y 71), cuya proximidad a 0 apunta hacia una ausencia de correlación entre los DM del 
sistema y la clasificación in silico de estas 148 moléculas (Baldi et al., 2000). Asimismo, los 
resultados estadísticos del CV obtenidos con los tres SMC (Tablas 62 y 71) manifiestan que 
en la práctica, ninguno supuso una mejora con respecto a la clasificación del mejor modelo 
individual (modelo 22 para los SMC1 y SMC2, modelo 45 para el SMC3), al contrario de lo 
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ocurrido con la SE (Tablas 54 y 63). En este contexto, Shipp y Kuncheva (2002) exponen que 
modelos que a priori son considerados como “los mejores” de acuerdo con la estadística de 
la SE, no siempre resultan serlo cuando se aplican para la evaluación de SP externas. 
4.3.5. EXPLORACIÓN DEL DOMINIO DE APLICACIÓN 
En un esfuerzo por conocer las posibles causas de los resultados obtenidos en el CV, a partir 
del SMC1 se exploraron diferentes aspectos relacionados con su DAp. Estos estudios se 
realizaron únicamente con el primer SMC debido a que los resultados que se alcanzaron con 
los SMC2 y SMC3 no supusieron una mejora con respecto a los del SMC1. 
 Dominio de aplicación 
Como se ha comentado anteriormente, en la creación de modelos QSAR es necesario definir 
un DAp para los sistemas clasificadores que posteriormente serán empleados en el CV, que 
comprenda tanto las moléculas sobre las que se han construido como aquellas objeto del 
CV. Este aspecto es importante puesto que un clasificador robusto y de calidad no implica 
que sea válido para predecir la actividad de cualquier molécula del universo de estructuras 
químicas, sino que sus predicciones son fiables siempre y cuando éstas se realicen para 
moléculas situadas dentro de dicho DAp (Gramatica, 2007). Por tanto, el DAp es un concepto 
importante en los estudios QSAR, ya que permite estimar el grado de incertidumbre en la 
predicción de actividad para una determinada molécula, de acuerdo con la similitud que ésta 
muestra con las moléculas empleadas para construir el modelo (Weaver y Gleeson, 2008). 
 El análisis efectuado con el programa Ambit para el SMC1 indicó que tanto las 
moléculas de la BD como las sometidas al CV se encuentran en el DAp del sistema. Este 
hecho sugirió a priori que no hay compuestos dentro de la BD que influyan negativamente 
sobre el SMC1 (outliers), así como que todos aquellos evaluados en el CV se encuentran 
dentro del rango de tolerancia del sistema (Martins Alho et al., 2014). 
 Análisis de conglomerados 
Debido a que todas las moléculas evaluadas en el CV se encuentran dentro del DAp del 
SMC1, otras hipótesis pudieran basarse en: (i) las moléculas son muy parecidas entre sí y el 
sistema no es capaz de discriminar las ligeras variaciones estructurales responsables de su 
actividad o inactividad in vitro, o en (ii) una baja representación de las mismas en la SE. 
 Un nuevo análisis de conglomerados de tipo k-medias realizado a partir de los DM 
del SMC1 permitió dividir la SE de activas en 20 clusters. Por el contrario, las 148 moléculas 
sometidas al CV quedaron agrupadas en 12 de estos clusters, concentrándose el 66,89% de 
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las mismas únicamente en tres de ellos que suponen apenas el 6,64% de las estructuras que 
constituyen la SE de moléculas activas. Estos números señalan una escasa diversidad entre 
las moléculas del CV, lo que a menudo ocurre cuando éstas proceden de series de síntesis 
donde las diferencias estructurales entre sus miembros son mínimas. De hecho, moléculas 
que son prácticamente idénticas en sus estructuras muestran con frecuencia actividades 
opuestas pudiendo causar problemas en su clasificación por los modelos de predicción 
(Chang et al., 2013). Asimismo, los resultados anteriores acusan una baja representación de 
las moléculas sometidas al CV en la SE de activos. En efecto, la predicción realizada por los 
modelos QSAR es fiable cuando el compuesto ensayado in silico presenta similitud con los 
que constituyen la SE (Netzeva et al., 2005). Igualmente, este análisis justifica las diferencias 
percibidas en los valores estadísticos de la SP de los modelos (Tabla 52) cuya representación 
en la SE queda garantizada cuando se definen ambas SE y SP (Eriksson et al., 2003), con 
respecto a la estadística global del CV (Tablas 62 y 71). En este contexto, se ha propuesto 
que las validaciones externas de los modelos se realicen empleando dos tipos de SP: una 
constituida por compuestos con amplia representación en la SE (es decir, una SP estricta) y 
otra con baja representación en la SE (lo que en este trabajo equivaldría a las 148 moléculas 
del CV), metodología cuya práctica no se encuentra generalizada (Dearden et al., 2009). 
 Volviendo a la BD, a pesar de que la SE presenta un mayor número de moléculas 
activas (527 versus 402 inactivas), lo que podría afectar negativamente a la clasificación del 
CV hacia la obtención de casos FP, la baja representación de estas 148 moléculas en la SE de 
activos podría estar a su vez influyendo sobre los resultados in silico, a juzgar por la mayor 
tendencia que mostraron los modelos individuales y los tres SMC seleccionados hacia su 
clasificación como compuestos inactivos (Chang et al., 2013). 
 Análisis de componentes principales 
Mediante análisis de componentes principales (ACP) se llevó a cabo una última exploración 
de las estructuras que constituyen la SE de activos e inactivos, así como de las moléculas 
sometidas al CV. El objetivo de esta técnica estadística se basa en reducir la dimensión 
(número de variables) de las observaciones (en este caso, las moléculas), manteniendo 
aquellas que suponen el mayor porcentaje de variabilidad en el conjunto de datos. El ACP 
identifica nuevas variables denominadas componentes principales (CP) o factores, los cuales 
son independientes entre sí y surgen como resultado de combinaciones lineales de las 
variables originales (Ferreira, 2002; Sieg et al., 2007).  
 De las 21 variables que conforman el SMC1, el ACP desveló que con tres factores se 
explica el 84,83% de la varianza, siendo el CP1 responsable del 49,49% y los CP2 y CP3 del 
18,62 y 16,72%, respectivamente. Puesto que CP1CP2 contuvo la mayor información del 
sistema, se representó el correspondiente score plot (Fig. 118) para los compuestos que 
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forman parte de la SE y los evaluados en el CV. Asimismo, debido a que las varianzas de CP2 
y CP3 fueron similares, también se representó la proyección CP1CP3 (Fig. 119). La 
representación gráfica de los CP en el denominado como score plot, permite visualizar 
agrupaciones y tendencias entre los compuestos, así como detectar posibles outliers 
(Eriksson et al., 2003; Sieg et al., 2007). De esta manera, es importante tener en cuenta que 
aquellos puntos que se encuentran alejados de la nube central de compuestos, sugieren un 
comportamiento distinto al de la mayoría de las observaciones (Sieg et al., 2007). En el caso 
de que los compuestos alejados de la SE formen parte de la serie evaluada, su predicción 
podría resultar dudosa, mientras que tratándose de compuestos miembros de la SE éstos 
podrían reforzar el modelo (Gramatica, 2007). Por tanto, la retirada de estos compuestos ha 
de considerarse con cautela, ya que supone un reajuste del modelo que a menudo repercute 
sobre su calidad predictiva, pudiendo impactar de una manera positiva pero también 
negativamente (Eriksson et al., 2003; Dearden et al., 2009). Por otra parte, en ambos 
gráficos se aprecia un solapamiento entre las regiones donde se sitúan los compuestos 
activos e inactivos de la SE que podría estar afectando a la clasificación de las nuevas 
moléculas, al no existir un patrón claramente diferenciado que la defina. Como se ha tratado 
en el apartado anterior, en ocasiones la capacidad predictiva de un modelo se puede ver 
afectada cuando las moléculas que conforman el grupo de activas son similares a las del 
grupo de inactivas (Chang et al., 2013). Asimismo, ambos score plots muestran una mayor 
tendencia de las 148 moléculas del CV a distribuirse en el espacio que ocupa la SE de 
inactivas, siendo este hecho más evidente en la proyección CP1CP3 (Fig. 119). 
 Todos estos análisis señalan la importancia que tiene para la construcción de los 
modelos QSAR/ADL partir de una BD en la que todas las estructuras sometidas al CV estén 
representadas de forma equilibrada (Eriksson et al., 2003). Asimismo, las BD creadas a partir 
de resultados obtenidos bajo un mismo protocolo disminuyen la variabilidad existente entre 
los datos biológicos, desembocando generalmente en modelos de predicción de mayor 
calidad (Cronin y Schultz, 2003; Dearden et al., 2009). Considerando estas afirmaciones, es 
indispensable llevar a cabo una continua retroalimentación de la BD con nuevas moléculas 
que hayan sido evaluadas experimentalmente sobre T. cruzi y en el caso que nos ocupa, 
incluir las 148 estructuras sometidas al CV. Por otra parte, en la creación de un modelo 
QSAR es importante definir de antemano si éste cubrirá un amplio espectro de aplicabilidad 
comprometiéndose en cierta medida su nivel de predicción, o si por el contrario ésta se verá 
limitada a determinados grupos de moléculas manteniendo un mayor poder predictivo 
(Netzeva et al., 2005) para en concordancia, dirigir la elaboración de la BD hacia uno u otro 
objetivo. En el primer caso, los modelos resultarían de gran aplicación para detectar 
compuestos activos mediante estrategias de drug-repurposing, mientras que el segundo tipo 
de modelos estaría más orientado a la detección de compuestos activos dentro de series de 
síntesis concretas. 
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5. CONCLUSIONS 
1. 5-Nitroindazole derivatives constitute several series of synthetic molecules with 
outstanding activity on Trypanosoma cruzi. Concretely, 1,2-disubstituted 5-
nitroindazolinones show better effectiveness than those with 3-alkoxy-5-nitroindazole 
scaffold and therefore, the former have been identified as prototypes of antichagasic 
drugs. 
2. The most promising 5-nitroindazolinones result from the introduction of a benzyl 
moiety at the N-2 position of the indazole scaffold. Among them, compounds VATR1, 
VATR3, VATR75, VATR99 and VATR100, achieve similar trypanocidal profiles over both 
drug-sensitive (DTU TcVI: CL Brener and Tulahuen) and moderately drug-resistant (DTU 
TcII: Y) strains. These facts, together with their lack of toxicity, confirm the great 
selectivity of these derivatives on T. cruzi. 
3. 5-Nitroindazole derivatives display a different behavior against replicative and non-
replicative forms of the parasite, being considerably less active on the latter. These 
differences suggest that 5-nitroindazoles may be acting specifically upon targets and/or 
metabolic pathways absent in T. cruzi bloodstream trypomastigotes. 
4. The mechanism of action triggered by 5-nitroindazole derivatives in T. cruzi is not 
exactly elucidated. However, oxidative stress induction, mitochondrial affectation and 
autophagic processes are proposed as part of the machinery involved in parasite death. 
5. The low water solubility of several 5-nitroindazole derivatives (i.e., VATR1, VATR3 and 
VATR75) interferes over their effectiveness as treatment during the acute infection of T. 
cruzi in mice. The optimization of their physicochemical properties by applying 
pharmaceutical technology resources arises as an alternative to obtain better activity 
profiles in vivo.  
6. Among the 22 tetrahydroquinolines assayed, five are active over intracellular 
amastigotes of T. cruzi CL-B5 lacZ without any toxic effect towards the host cell. 
7. None of the chloroquinoline derivatives is more active than the reference drugs on the 
intracellular parasite. Nevertheless, derivative 7 is proposed as prototype of putative 
anti-T. cruzi agents, supported by the in silico prediction of a good oral bioavailability 
and a suitable risk profile.  
8. Compounds based on the thiadiazine scaffold, chelators or chromenoazolediones have 
no notable activity in the phenotypic screening carried out on T. cruzi epimastigotes. 
Conclusions / Conclusiones 
 
 
- 334 - 
 
9. The in vitro activity shown by edelfosine on T. cruzi, is a preliminary step to reaffirm the 
potential application of alkyl-lysophospholipid drugs as a chemotherapeutic alternative 
for the treatment of the disease. 
10. Solid dispersions of benznidazole in sodium deoxycholate improve the trypanocidal 
activity of the reference drug at physiological pH. However, high concentrations of 
surfactant negatively affect drug cession from formulations in acidic environments and 
generate lower dissolution profiles, impacting such an effect on benznidazole 
effectiveness in vivo. 
11. Solid dispersions of benznidazole and of the two 5-nitroindazolinones VATR1 and 
VATR3 formulated in low-substituted hydroxypropylcellulose, enhance the low water 
solubility of these three compounds and therefore, ameliorate their activity prolife when 
administrated as treatment in the murine model of T. cruzi acute infection. 
12. TOMOCOMD-CARDD and DASDE combination is an effective strategy to develop 
multiclassifier systems, based on both the diversity and the statistics displayed by 
individual predictive models of trypanocidal activity, performed with the molecular 
descriptors implemented in the first software. 
13. The external and internal validation methods applied confirm both robustness and 
predictive power of the individual models and the multiclassifier systems selected. 
14. In QSAR/LDA modeling, it is essential to create a database for which structural variety 
has been established in advance and thus, defined according to the application finally 
assigned to these predictive models. 
15. A low representation in the database of the molecules subsequently evaluated in silico, 
supposes a critical point in their final correct classification by predictive models. 
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5. CONCLUSIONES 
1. Los derivados de 5-nitroindazol constituyen varias series de moléculas de síntesis con 
actividad destacable frente a Trypanosoma cruzi. Concretamente, los derivados con 
estructura de 5-nitroindazolinona 1,2-disustituida presentan un mayor potencial que 
aquellos con estructura de 3-alcoxi-5-nitroindazol, habiéndose identificado los primeros 
como prototipos para el desarrollo de agentes antichagásicos.  
2. Las 5-nitroindazolinonas más prometedoras resultan de la introducción de un grupo 
bencilo en la posición N-2 del anillo de indazol. De este grupo, los compuestos VATR1, 
VATR3, VATR75, VATR99 y VATR100, muestran un perfil de actividad similar frente a 
cepas sensibles (DTU TcVI: CL Brener y Tulahuen) y de moderada resistencia (DTU TcII: 
Y) a los fármacos de referencia antichagásicos. Su ausencia de toxicidad posiciona a 
estos derivados como prototipos con elevada selectividad hacia T. cruzi. 
3. Los derivados de 5-nitroindazol muestran un comportamiento distinto sobre las formas 
replicativas y no replicativas del parásito, siendo su actividad sobre las primeras 
considerablemente superior. Estas diferencias sugieren una acción específica de los 
derivados de 5-nitroindazol sobre dianas y/o rutas metabólicas ausentes en las formas 
sanguíneas de T. cruzi. 
4. No se conoce con exactitud el mecanismo de acción que los derivados de 5-nitroindazol 
desencadenan en T. cruzi. No obstante, la inducción de estrés oxidativo, afectación de 
la mitocondria e intervención de procesos de autofagia, se postulan como algunos de 
los efectos involucrados en la muerte celular del parásito. 
5. La limitada solubilidad acuosa de ciertos derivados de 5-nitroindazol como VATR1, 
VATR3 y VATR75, interfiere sobre la eficacia de los tratamientos realizados en el 
modelo murino de infección aguda causada por T. cruzi. La optimización de sus 
propiedades fisicoquímicas mediante la aplicación de diversos recursos de tecnología 
farmacéutica, se plantea como alternativa para mejorar su perfil de actividad in vivo.  
6. De las 22 tetrahidroquinolinas evaluadas, cinco son activas frente a amastigotes 
intracelulares de T. cruzi CL-B5 lacZ, sin causar efecto tóxico sobre la célula 
hospedadora. 
7. Ningún derivado de cloroquina mejora la actividad de los fármacos de referencia frente 
al parásito intracelular. No obstante, el derivado 7 se presenta como punto de partida 
para el desarrollo de potenciales agentes tripanocidas, apoyado por la predicción in 
silico de una adecuada biodisponibilidad oral y ausencia de riesgo potencial. 
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8. Los compuestos derivados de tiadiazina, quelantes o cromenoazoldionas no presentan 
una actividad destacable en el ensayo fenotípico realizado frente a epimastigotes de T. 
cruzi.  
9. La actividad in vitro que muestra la edelfosina frente a T. cruzi, supone un primer paso 
para reafirmar la potencial aplicación de fármacos de tipo alquil-lisofosfolípidos como 
potencial alternativa terapéutica para el tratamiento de la enfermedad. 
10. A pH fisiológico, las dispersiones sólidas de benznidazol en desoxicolato sódico 
favorecen la actividad del fármaco de referencia frente a T. cruzi. Sin embargo, 
concentraciones elevadas del surfactante en las formulaciones, comprometen la cesión 
del principio activo en ambientes ácidos y generan perfiles de disolución más lentos, 
repercutiendo este efecto sobre la eficacia del benznidazol in vivo. 
11. Las dispersiones sólidas de benznidazol y de las dos 5-nitroindazolinonas VATR1 y 
VATR3 formuladas en hidroxipropilcelulosa de bajo peso molecular, incrementan la 
solubilidad acuosa de estos tres compuestos activos y en consecuencia, mejoran 
considerablemente sus perfiles de actividad en el modelo murino de infección aguda 
causada por T. cruzi. 
12. La combinación de los programas TOMOCOMD-CARDD y DASDE resulta una estrategia 
eficaz para la confección de sistemas multiclasificadores, basados en la diversidad y en 
la estadística mostrada por los modelos individuales de predicción de actividad 
tripanocida, creados a partir de los descriptores moleculares que implementa el primer 
software. 
13. Los ejercicios de validación externa e interna llevados a cabo, confirman la robustez y el 
poder predictivo de los modelos individuales y de los sistemas multiclasificadores 
seleccionados. 
14.  En la creación de modelos QSAR/ADL, resulta primordial elaborar una base de datos 
cuya variedad estructural quede establecida de antemano y venga definida por la 
aplicación que finalmente se dará a los sistemas de predicción de actividad.   
15. La baja representación en la base de datos de las moléculas posteriormente evaluadas in 
silico, supone un punto crítico en su correcta clasificación por los sistemas de 
predicción. 
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a b s t r a c t
Chagas disease chemotherapy, currently based on only two drugs, nifurtimox and benznidazole, is far from
satisfactory and therefore the development of new antichagasic compounds remains an important goal. On
the basis of antichagasic properties previously described for some 1,2-disubstituted 5-nitroindazolin-
3-ones (21, 33) and in order to initiate the optimization of activity of this kind of compounds, we have
prepared a series of related analogs (22e32, 34e38, 58 and 59) and tested in vitro these products against
epimastigote forms of Trypanosoma cruzi. 2-Benzyl-1-propyl (22), 2-benzyl-1-isopropyl (23) and 2-benzyl-
1-butyl (24) derivatives have shown high trypanocidal activity and low unspeciﬁc toxicity. Other indazole
derivatives with different substitution patterns (1-substituted 3-alkoxy-1H-indazoles and 2-substituted
3-alkoxy-2H-indazoles), arising from the synthetic procedures used to prepare the mentioned indazoli-
nones, have moderate to low effectiveness. The exploration of SAR information using the concept of an
activity landscape has been carried out with SARANEA software. We have also searched for structural
similarities between 225 known antiprotozoan drugs and compound 22. The results conﬁrm that
compounds 22e24 constitute promising leads and that 5-nitroindazolin-3-one system is a novel anti-
T. cruzi scaffold which may represent an important therapeutic alternative for the treatment of Chagas
disease.
 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction
Chagas disease or American trypanosomiasis is a chronic
infection caused by the trypanosomatid (Kinetoplastid) protozoan
parasite Trypanosoma cruzi. This parasitosis, originally endemic to
poor rural areas of Latin America is mainly transmitted by hema-
tophagous triatomine insects. Now, owing to intense international
migrations, it can also be found in other areas such as Western
Europe, USA, Australia, etc.; in these countries where the vectors do
not exist, the infection can be transmitted through blood or organ
donation, congenitally from infected mothers to newborns, etc
[1,2]. Chagas disease is the major parasitic disease burden of the
American Continent, representing one of themost important public
health problems in this area [3]. Currently, there are ca. 15 million
* Corresponding author. Instituto de Química Médica (IQM), CSIC, c/ Juan de la
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The growth inhibitory effect on Trypanosoma cruzi epimastigotes and the unspeciﬁc cytotoxicity over
NCTC-929 ﬁbroblasts of two series of previously synthesized 2,4-diaryl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines
(THQ), have been studied in vitro and compared with those of benznidazole (BZ). Derivatives AR39,
AR40, AR41, AR91 and DM15 achieved outstanding selectivity indexes (SI) on the extracellular form
(SITHQ > SIBZ > 9.44) and thus, were tested in a more speciﬁc in vitro assay against amastigotes, showing
less effectiveness than the reference drug (SIBZ > 320) but also accomplishing great selectivity on the
intracellular stage (SITHQ > 25). These promising results, supported by the in silico prediction of high bio-
availability and less potential risk than benznidazole, reveal several tetrahydroquinolines as prototypes
of potential antichagasic drugs.
 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
The World Health Organization has classiﬁed Chagas disease as
one of the 17 neglected tropical diseases (NTD), since the chronic
nature of this parasitic infection originally affects poorest people
of rural areas along Central and South America. The parasitic illness
caused by the protozoan Trypanosoma cruzi currently affects about
10 million people worldwide, mainly in the 21 endemic countries
of Latin America1 where the disease is naturally transmitted by
blood-sucking triatomine bugs.2,3 In spite of the fact that numerous
advances have been achieved regarding control campaigns against
Chagas disease spreading,4–6 the emerging character that this par-
asitosis has recently acquired in countries without vectorial mech-
anisms of transmission, such as USA and Spain7,8 together with the
existence of several routes of transmission alternative to the vecto-
rial one,9–11 has contributed to the non-eradication of the illness,
becoming in the last decades a worldwide public health problem.12
Neither satisfactory drug nor a vaccine has been developed
since the commercialization of the only two drugs (nifurtimox
and benznidazole) up to now available for the speciﬁc treatment
of the disease.13 Although these nitro-heterocyclic derivatives are
successful in the parasitological cure during the acute phase of
the disease, both turn into ineffective when the treatment starts
in the chronic one.14 Because of the fact that nowadays the lack
of a suitable therapy for the treatment of Chagas disease is still a
reality, researching this ﬁeld in order to attain new prototypes
potentially applied as trypanocidal drugs becomes a priority.
For the last two decades, our research group has been working
in the design and biological evaluation of new potential antichaga-
sic drugs,15–19 having also demonstrated great experience in stud-
ies of chemotherapy against other NTD, like malaria.20,21
According to this, a group of 22 tetrahydroquinoline derivatives,
whose synthesis is reported elsewhere22,23 and have been previ-
ously tested against Plasmodium falciparum (data not published),
are now evaluated against T. cruzi as promising molecules with try-
panocidal effectiveness. The structures and stereochemistry of all
the obtained racemic tetrahydroquinolines identiﬁed as series AR
and DM (Fig. 1 and 2) were determined by 1H NMR and 13C NMR
spectroscopy22,23 testing each sample as a pure chemical substance
(Physicochemical properties of tested compounds are enclosed in
the Supplementary material).
Molecular design was achieved based on structure–activity
relationship studies and virtual screening analysis reported in lit-
erature. The pre-screening for hit identiﬁcation from synthetic
compounds libraries was based on the oral bioavailability using
the Lipinski’s rules concepts,24 performing the analysis of the rule
of ﬁve by employing the Molisnpiration free software (http://
0960-894X/$ - see front matter  2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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This work aims to develop novel benznidazole (BZN) solid dispersions (SD) to improve its solubility and
bioavailability properties. Low-substituted hydroxypropylcellulose (L-HPC) and sodium deoxycholate
(NaDC) were evaluated as carriers. BZN solid dispersions containing different ratios of carrier were
prepared by a freeze-drying process and characterized by SEM, powder X-ray diffraction (XRD),
differential scanning calorimetry (DSC) and dissolution studies. The reduced BNZ crystallinity in the new
formulations was conﬁrmed by XRD, and supported by DSC. BNZ:L-HPC solid dispersion at a 1:3 ratio
(w/w) (SD-1:3 L-HPC) improved the BNZ dissolution rate (85% at 5 min) in comparison with BNZ raw
material (23% at 5 min). However, NaDC formulations showed a prolonged release (24% at 30 min for SD-
1:3 NaDC), due to the formation of a sustained release matrix in acidic medium. In vivo studies performed
in a murine model of Chagas disease showed that the formulation achieving the highest parasitemia
suppression at a low dose of 25 mg/kg/day after ﬁve days of treatment was SD-1:3 L-HPC (60% of
parasitemia suppression versus 33% of suppression exerted by BNZ), suggesting that BNZ:L-HPC systems
enhance the bioavailability of the drug.
ã 2014 Published by Elsevier B.V.
1. Introduction
American trypanosomiasis caused by the protozoan Trypano-
soma cruzi, also known as Chagas disease in humans, is considered
one of the most important parasitic infections in Latin America,
where it is endemic in 21 countries. However, as a result of
international migration the disease is not only conﬁned to South
America but has been increasingly detected in the United States,
Canada, and a number of European and Western Paciﬁc countries
in recent decades (Lima et al., 2011; Machado-de-Assis et al., 2013;
WHO, 2013).
Although Chagas disease was discovered more than 100
years ago, the World Health Organization (WHO) reports that
its current pharmacological treatment has certain major
drawbacks such as: (i) a decrease in its efﬁcacy the longer a
person has been in contact with the parasites, (ii) the extended
duration of the treatment (up to 2 months), and (iii) the high
incidence of adverse reactions occurring in up to 40% of
patients (WHO, 2013).
Benznidazole (BNZ), N-benzyl-2-(2-nitroimidazol-1-yl) acet-
amide, is the drug of choice for the treatment of the disease
(Leonardi and Salomon, 2013; Lima et al., 2009). However, BNZ
treatments present some problems such as the large BNZ doses
administered, prolonged time treatments, and the high incidence
of adverse reactions (increased by extended treatments with high
doses), which are probably related to the low solubility of BNZ
(Lima et al., 2011; WHO, 2013). According to the data provided by
Maximiano et al. (Maximiano et al., 2010), benznidazole can be
described as a poorly water-soluble drug and classiﬁed as class 4 in
the Biopharmaceutical Classiﬁcation System; thus, suggesting a
limited and/or variable absorption (Leonardi et al., 2009). There is,
therefore, considerable interest in developing strategies to
improve the dissolution rate of benznidazole and eventually
increase its bioavailability.
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In this study, a series of 22 pre-synthesized 7-chloro-4-amino(oxy)quinoline derivatives was assayed
in vitro as potential antichagasic agents. A primary screening against Trypanosoma cruzi epimastigotes
and a non-speciﬁc cytotoxicity assay on murine ﬁbroblasts were simultaneously performed, resulting
quinolines 3, 7 and 12 with great selectivity (SI) on the extracellular parasite (SI7, SI3, SI12 and SIBZ
>9.44). Therefore, the activity of these derivatives was evaluated on intracellular amastigotes, achieving
derivative 7 the best SI (SI = 12.73). These results, supported by the in silico prediction of a good oral bio-
availability and a suitable risk proﬁle, propose the 4-amino-7-chloroquinoline scaffold as a potential tem-
plate for designing trypanocidal prototypes.
 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Although more than a century has elapsed since the discovery
of Chagas disease (American trypanosomiasis), the etiological
treatment of a neglected tropical disease that is currently endemic
in poor rural areas of 21 countries along Central and South America
is still unsatisfactory.1 The parasitic illness caused by the hemoﬂa-
gellate Trypanosoma cruzi and endemically transmitted by triato-
mine vectors, has in the last years emerged in non-endemic
countries outside Latin America since the increase of international
migrations and the existence of non-vectorial mechanisms of
transmission (e.g., congenital route),2,3 infecting this way about
10 million people worldwide.1 Focusing on the chemotherapy, nif-
urtimox (a 5-nitrofuran) and benznidazole (a 2-nitroimidazole),
the only two drugs up to now commercialized for the speciﬁc
treatment of Chagas disease, were introduced more than forty
years ago and their accessibility to patients has been discontinued
through this time.4 Although they are effective in the early stages
of the trypanosomiasis, both display a limited activity during the
chronic infection.5 Moreover, the toxicity associated to these
drugs6 and the existence of T. cruzi strains naturally resistant to
them,7 also hinder the effectiveness of these treatments. The epi-
demiological data, together with the lack of either a suitable che-
motherapy or a vaccine, supports the priority in the development
of new prototypes of anti-T. cruzi agents.
In the present work, a ﬁrst series of 16 different 7-chloroquino-
line molecules substituted at the C-4 position by either benzyl-
amino fragment or N-(aminoalkyl)-1,3-thiazolidin-4-one moiety,
previously synthesized and tested against Plasmodium falciparum,8
has been evaluated as potential antichagasic compounds according
to the trypanocidal activity exhibited by some thiazolidine deriva-
tives9,10 and diverse aminoquinolines.11,12 Concretely, the biologi-
cal properties associated to the substituted 1,3-thiazolidin-4-ones
have led to the introduction of this structure whether in several
antimicrobial agents13 as well as in trypanocidal prototypes with
promising in vitro activity.14,15 Nevertheless, data of neither 7-
chloroquinoline-thiazolidinone derivatives (called chloroquine hy-
brids) nor other 4-arylaminomethylquinolines tested on T. cruzi
models have been found in literature. Likewise, a second series of
4-aryloxy-7-chloroquinoline molecules16 also assessed as antima-
larial drug prototypes (data not published), has been in vitro eval-
uated as potential trypanocidal agents.
Both series of compounds were synthesized by employing
straightforward and efﬁcient procedures.8,16 Benzylamino or
aryloxy fragments were connected to the 4,7-chloroquinoline ring
(DCQ) by nucleophilic substitution SNAr using commercial benzyl-
amines or substituted phenols to give compounds 1–4 and com-
pounds 17–22, respectively. Chloroquinoline–thiazolidinone
hybrids 5–16 were assembled via a synthetic two-step protocol
that includes the preparation of diamines based on DCQ ring
through nucleophilic substitution of DCQ and a,x-diaminoalkanes
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Abstract Twelve molecules from a series of 35 new 5-
nitroindazole derivatives, selected from a successful primary
screening on Trypanosoma cruzi epimastigotes, have been
evaluated against intracellular amastigotes according to the
previous results of their trypanocidal activity and unspecific
cytotoxicity. 2-Benzyl-1-propyl (22), 2-benzyl-1-isopropyl
(23), and 2-benzyl-1-butyl (24) 5-nitroindazolin-3-ones have
inhibited the growth of amastigotes similarly to the reference
drugs benznidazole and nifurtimox, inducing complete growth
inhibition at concentrations lower than 8μM(IC50<5μM) and
accomplishing great selectivity indexes on the intracellular
form of the parasite (SI>30). Further in vivo assays were
developed only for two of the most active molecules (22 and
24), reaching significant reductions in parasitemia levels (52 %
and 77 %, respectively) after their oral administration to in-
fected mice. In addition, none of the mice in experimental and
benznidazole groups died, unlike in the control group which is
only treated with the vehicle. The trypanocidal properties
found in some of the 5-nitroindazole derivatives assayed in
the present work represent an interesting contribution to the
urgent need for searching new antichagasic drugs.
Introduction
American trypanosomiasis or Chagas disease, caused by the
kinetoplastid parasite Trypanosoma cruzi, is a neglected
tropical disease (NTD) that affects approximately 10 million
people worldwide, mostly in the endemic areas of 21 countries
along South and Central America (WHO 2010). The infection
is naturally transmitted by hematophagous reduviid vectors
(Schofield et al. 1999), but the parasite can also be transmitted
by non-vectorial mechanisms, like contaminated blood trans-
fusion, oral route, organ transplantation, or congenitally.
These secondary routes of transmission, together with the
international migrations from the endemic area, have led to
the spread of the disease towards non-endemic countries, such
as the USA and Western Europe (Schmunis 2007; Gascón
et al. 2010).
Only two drugs are currently available for the specific
treatment of Chagas disease: the 5-nitrofuran nifurtimox and
the 2-nitroimidazole benznidazole (Urbina 2010). Both
nitroheterocyclic drugs are particularly effective in the acute
phase of the infection reaching up to 80 % of parasitological
cures, but this rate considerably decreases when they are
administered during the chronic disease (Cançado 1999;
Coura 2009). However, several studies support the high cura-
tive activity of benznidazole in the early chronic phase of the
disease in children (Sosa-Estani et al. 1998; Andrade et al.
2004). Not only this limited effectiveness, but also the toxicity
of these drugs (Castro et al. 2006) and the existence of T. cruzi
strains resistant to the treatment (Neal and van Bueren 1988;
Murta et al. 1998), supports the priority in the development of
new trypanocidal compounds. According to this, several
nitroimidazole derivatives have been recently tested against
T. cruzi, achieving promising results both in vitro and in vivo
(Bahia et al. 2012; Dos Santos Gomes et al. 2012). However,
other chemical structures are also investigated to get new
potential chemotherapeutic agents for the treatment of Chagas
disease.
In this context, our research group has synthesized new
1,2-disubstituted 5-nitroindazolin-3-ones and other indazole
derivatives, whose activity against T. cruzi epimastigotes as
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Abstract: Thirteen aminoalcohols and eight diamines were obtained and tested against 
Trypanosoma cruzi epimastigotes strains MG, JEM and CL-B5 clone. Some of them were 
equal or more potent (1.0–6.6 times) than the reference compound nifurtimox. From them, 
three aminoalcohols and two diamines were selected for amastigotes assays. Compound 5 
was as potent as the reference drug nifurtimox against amastigotes of the CL-B5 strain 
(IC50 = 0.6 µM), with a selectivity index of 54. 
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SUMMARY
In the present study, the potential activity of two 5-nitroindazole derivatives previously proposed as suitable antichagasic
prototypeswas further evaluated ondiverseTrypanosoma cruzi strains belonging to twodiscrete typingunits (DTUs) frequently
associated with human infection (i.e. DTUs TcII and TcVI). The trypanocidal proﬁle that both 2-benzyl-1-propyl (22)
and 2-benzyl-1-butyl (24) derivatives achieved on Tulahuen amastigotes (IC50 = 3·56 ± 0·99 and 6·31 ± 1·04 µM, respect-
ively) correlates with that of formerly obtained on CL Brener, corroborating an outstanding activity on DTU TcVI para-
sites. Moreover, a sequential screening on extracellular and intracellular stages of T. cruzi Y (DTU TcII) demonstrated
also the eﬀectiveness of 22 and 24 over this strain on a similar range of activity (IC50 epimastigotes = 3·55 ± 0·47 and
7·92 ± 1·63 µM, IC50 amastigotes = 2·80 ± 0·46 and 9·02 ± 5·26 µM, respectively). These results, supported by a lack of
toxicity registered over either L929 ﬁbroblasts or primary cultures of cardiomyocytes, conﬁrm that 5-nitroindazolinones
22 and 24 display great selectivity on both drug-sensitive (CL and Tulahuen) and drug-moderately resistant (Y) T. cruzi
strains, and therefore, represent an important outcome in the research of Chagas disease chemotherapy.
Key words: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, 5-nitroindazolinone, DTU, L929 ﬁbroblasts, cardiomyocytes.
INTRODUCTION
Chagas disease (CD), caused by the kinetoplastid
haemoﬂagellate Trypanosoma cruzi, is a parasitic in-
fection naturally transmitted in 21 Latin American
countries by the contaminated feces of blood-
sucking bugs (i.e. triatomines). In the endemic
area, CD provokes more than 7000 deaths per year
and maintains over 25 million people at risk for the
infection (WHO, 2015). Moreover, its emerging
character in non-endemic areas due to population
mobility and alternative routes of transmission
(e.g. blood transfusion, organ donation, mother-to-
child and through contaminated food) (Schmunis
and Yadon, 2010) has contributed to the spreading
of an illness that currently aﬀects about 7 million
people worldwide (WHO, 2015).
As one of the 17 tropical diseases deﬁned by the
WHO as neglected (WHO, 2015), strategies of re-
search and development are focused on the ﬁnding
of a suitable CD chemotherapy (Zingales et al.
2014). Many eﬀorts have been made by institu-
tions in order to develop new compounds poten-
tially applicable to the treatment of CD, since the
available chemotherapy relies on two old nitroheter-
ocyclic drugs: benznidazole (BZ), the ﬁrst-line treat-
ment in most countries, and nifurtimox (NX)
(WHO, 2015). Although these medicines are cur-
rently accepted to treat the acute and the early-
chronic disease, both show limited eﬀectiveness
in long-term chronic infections (Urbina, 2015)
and also exhibit undesirable side eﬀects (Castro
et al. 2006).
Concerning experimental chemotherapy research,
in a previous study we proposed the 1,2-disubsti-
tuted 5-nitroindazolinone scaﬀold as prototype of
antichagasic drug (Vega et al. 2012). Concretely,
the 2-benzyl-1-propyl (22) and the 2-benzyl-1-
butyl (24) derivatives (Fig. 1) achieved outstanding
activity over the replicative stages of T. cruzi (i.e.
epimastigotes and amastigotes) without toxicity on
macrophages, what led to great selectivity on CL
Brener strain (Vega et al. 2012; Fonseca-Berzal
et al. 2014).
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H I G H L I G H T S
• NaDC solid dispersions improved
benznidazole IC50 on epimastigotes
and amastigotes.
• Solid dispersions with low ratios of
surfactant did not result cytotoxic
in vitro.
• Highest ratios of NaDC resulted in
a low cession of benznidazole in
acidic milieus.
• The solid dispersion in L-HPC
achieved the fastest dissolution
proﬁle.
• The L-HPC system showed the best
trypanocidal proﬁle in the acute
murine Chagas.
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A B S T R A C T
Solid dispersions (SD) of benznidazole (BNZ) in sodium deoxycholate (NaDC) or low-substituted
hydroxypropylcellulose (L-HPC) were developed by freeze-drying process to improve the solubility of
this low water-soluble drug and consequently, its trypanocidal activity. Although the dissolution studies
showed a progressive decrease in the release rate of BNZ when formulated in the presence of NaDC, the
increase in the surfactant concentration resulted in a better trypanocidal proﬁle on epimastigotes, as well
as in anenhancementof theunspeciﬁc cytotoxicity.However, suchaneffectwasnot soevidentonamastigotes
and in vivo (blood-trypomastigotes), where high concentrations of surfactant (BNZ:NaDC ≥ 1:6) experi-
mented a loss of activity, correlating this factwith theminor cessionof BNZ these formulations accomplished
in acidic locations (i.e., dissolution test medium). According to the in vitro results, we reformulated the
promising SD-1:3 (IC50 epimastigotes = 33.92 ± 6.41 μM, IC50 amastigotes = 0.40 ± 0.05 μM and
LC50 = 183.87 ± 12.30 μM) replacing NaDC by L-HPC, which achieved the fastest dissolution proﬁle. This
fact, together with the safety this carrier ensures (LC50 > 256 μM), prompted us to evaluate the cellulose
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E-mail address: crfonseca@pdi.ucm.es (C. Fonseca-Berzal).
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a b s t r a c t
Two series of new 5-nitroindazole derivatives, 1-substituted 2-benzylindazolin-3-ones (6e29, series A)
and 3-alkoxy-2-benzyl-2H-indazoles (30e37, series B), containing differently functionalized chains at
position 1 and 3, respectively, have been synthesized starting from 2-benzyl-5-nitroindazolin-3-one 5,
and evaluated against the protozoan parasites Trypanosoma cruzi and Trichomonas vaginalis, etiological
agents of Chagas disease and trichomonosis, respectively. Many indazolinones of series A were efﬁcient
against different morphological forms of T. cruzi CL Brener strain (compounds 6, 7, 9, 10 and 19e21:
IC50 ¼ 1.58e4.19 mM for epimastigotes; compounds 6, 19e21 and 24: IC50 ¼ 0.22e0.54 mM for amasti-
gotes) being as potent as the reference drug benznidazole. SAR analysis suggests that electron-donating
groups at position 1 of indazolinone ring are associated with an improved antichagasic activity. More-
over, compounds of series A displayed low unspeciﬁc toxicities against an in vitro model of mammalian
cells (ﬁbroblasts), which were reﬂected in high values of the selectivity indexes (SI). Compound 20 was
also very efﬁcient against amastigotes from Tulahuen and Y strains of T. cruzi (IC50 ¼ 0.81 and 0.60 mM,
respectively), showing low toxicity towards cardiac cells (LC50 > 100 mM). In what concerns compounds
of series B, some of them displayed moderate activity against trophozoites of a metronidazole-sensitive
isolate of T. vaginalis (35 and 36: IC50 ¼ 9.82 and 7.25 mM, respectively), with low unspeciﬁc toxicity
towards Vero cells. Compound 36 was also active against a metronidazole-resistant isolate
(IC50 ¼ 9.11 mM) and can thus be considered a good prototype for the development of drugs directed to
T. vaginalis resistant to 5-nitroimidazoles.
© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction
Our research group has been pursuing during the last decade
the identiﬁcation of alternative therapeutic options for parasitic
protozoan infections through the design, synthesis and biological
activity analysis of novel nitroheterocycles. In these previous
studies we reported the activity against Trypanosoma cruzi [1e8],
Trypanosoma brucei [9], Leishmania spp. [2,10] and Trichomonas
vaginalis [1,11e13] of 5-nitroindazole derivatives, mainly 1-
substituted indazol-3-ols [11,12], 2-substituted indazolin-3-ones
[11], 1-substituted 3-alkoxyindazoles [1e5,7,9], 1,2-disubstituted
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